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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Hepatozellulare Karzinome (HCC) zahlen weltweit zu den malignen Tumoren, die
in ihrer Inzidenz am starksten zunehmen. Der Uberwiegende Teil der betroffenen
Patienten leidet gleichzeitig an einer Leberzirrhose, welche wiederum einen der

Hauptrisikofaktoren fur das HCC darstellt.

Bei Diagnosestellung liegt das HCC in vielen Fallen bereits in einem inoperablen
Tumorstadium vor, so dass alternative therapeutische Konzepte herangezogen
werden mussen. Dazu zahlen vor allem interventionelle Strategien, wie z. B. Alko-
hol-Injektion oder die transarterielle Chemoembolisation. Diese Verfahren sind in
ihrer Effektivitat nicht unumstritten und mit betrachtlichen Komplikationen und Ne-
benwirkungen behaftet. Rein medikamentdse Strategien wie z. B. verschiedene
Protokolle einer systemischen Chemotherapie haben sich als wenig wirksam er-

wiesen.

Zu den neueren medikamentdsen Therapieoptionen zahlt das Somatostatinanalo-
gon Octreotid. Neben geringer Nebenwirkungsrate und guter Vertraglichkeit wur-
den in verschiedenen Studien ausgepragte positive Effekte auf Mortalitat und Le-
bensqualitat beim HCC demonstriert. Mehrere Folgestudien zeigten vergleichbare
Ergebnisse, andere Studien zeigten keinen signifikanten Effekt. Molekulare Grund-
lage einer Therapie mit Somatostatinanaloga ist die Expression von Somatostatin-
rezeptoren (SSTR) im Tumorgewebe. Hierliber war bisher nur sehr wenig be-
kannt. In eigenen Untersuchungen an wenigen Tumorproben konnte gezeigt wer-
den, dass HCCs ein differentielles individuell-spezifisches Expressionsmuster fir
die funf verschiedenen SSTR aufweisen. Verschiedene Subtypen, vor allem
SSTR2, SSTR3 und SSTR5 vermitteln antiproliferative Effekte. Somit ist nur bei
einem entsprechenden Rezeptorbesatz von einem Effekt einer Therapie mit So-

matostatinanaloga auszugehen.

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit sollen 50 HCCs systematisch immunhisto-
chemisch hinsichtlich der Expression der finf verschiedenen SSTR-Subtypen un-
tersucht werden. Der Rezeptorstatus soll dann mit klinischen und histopathologi-
schen Daten verglichen und korreliert werden. Aus den erarbeiteten Daten kann

zum einen die Inzidenz der einzelnen SSTR im HCC bestimmt werden und damit
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zum anderen die generelle Wahrscheinlichkeit des Ansprechens fir eine Therapie
mit Somatostatinanaloga abgeleitet werden. Derartige Daten liegen bislang nicht
vor, stellen jedoch eine wichtige Grundlage fur das Verstandnis der Therapie und

fur die Therapieentscheidung dar.



2. Einleitung

2.1 Somatostatin

Somatostatin (SST) ist ein zyklisches Peptidhormon. 1973 wurde es erstmalig aus
dem Hypothalamus isoliert und nachgewiesen, dass es die Ausschuttung von
Wachstumshormon (GH) hemmt [1]. Zwei Formen sind bekannt. SST-14 und das
am N-Terminus verlangerte SST-28, die aus einem gemeinsamen Vorlaufer
(proSST) durch unterschiedliches posttranslationales Prozessing gebildet werden
[2]. SST-synthetisierende Zellen finden sich fast allen Organen. In besonders ho-
her Konzentration kommt es im ZNS und peripheren Nervensystem, dem
Gastrointestinaltrakt und im endokrinen Pankreas vor. Daneben lasst sich Soma-
tostatin auch in verschiedenen Zellen des Immunsystems und in Tumorzellen

nachweisen [3].

Im Gastrointestinaltrakt ist Somatostatin ein potenter Inhibitor der neuroendokrinen
Hormonsekretion und der exokrinen Sekretion von Speicheldrisen, Magen, Dinn-
darm, Pankreas und Leber. Es vermindert zudem die motorische Aktivitat von Ma-
gen, Gallenblase und Darm. Im Gehirn wirkt es als Neurotransmitter mit vielfalti-
gen Funktionen und hemmt die Freisetzung von Dopamin, TRH, CRH, GH und
TSH. Zusatzliche inhibitorische Wirkung besitzt es auf Schilddriise, Nebennieren
und Nieren [4, 5]. SST wirkt vasokonstriktorisch [6] und hemmt die Proliferation

von Lymphozyten und anderen Entzindungszellen [7].

Zusammengefasst lasst sich Somatostatin als ein inhibitorisches Peptidhormon

mit exokriner, endokriner, parakriner und autokriner Aktivitat charakterisieren [8].

2.2 Somatostatinrezeptoren

Die physiologischen und therapeutischen Effekte von SST werden durch spezifi-
sche Rezeptoren vermittelt. Bislang wurden finf Somatostatinrezeptor-(SSTR-)-
Subtypen 1-5 kloniert und naher charakterisiert [3, 9]. Jeder Subtyp wird auf einem
unterschiedlichen Chromosom kodiert. Das Molekulargewicht liegt zwischen 39
und 45 kD und die Anzahl der Aminosauren schwankt zwischen 364 und 418. Alle

funf Subtypen weisen den typischen Aufbau G-Protein-gekoppelter Rezeptoren
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auf und verfligen Uber sieben Transmembrandomanen. Das N-terminale Segment
befindet sich extrazellular und ist verantwortlich fur die Erkennung und Bindung
des Liganden, wahrend der intrazellular gelegene C-Terminus die Signalweiterlei-
tung ins Zellinnere vermittelt [4]. Die Sequenzhomologie zwischen den funf Subty-
pen untereinander betragt mindestens 42 %. Somit bilden die SSTRs eine eigene
Untergruppe in der Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren [8]. Beim
Vergleich der Aminosauresequenz mit anderen G-Protein-gekoppelten Rezepto-
ren zeigt sich eine Verwandtschaft zu den Opiatrezeptoren. Die Sequenzhomolo-
gie zwischen dem A-Subtyp und SSTR1 betragt 37 % [10]. Keine wesentliche
Ahnlichkeit besteht mit Rezeptoren anderer Peptidhormone wie Glukagon, GIP,
VIP und Sekretin [5]. Eine Ubersicht (iber Charakteristika der humanen SSTR gibt
Tabelle 2-1.

Der SSTR2-Rezeptor liegt in zwei Formen vor, die durch alternatives Splicing der
SSTR2-mRNA gebildet werden. Die lange (SSTR2A) und die kurze (SSTR2B)
Variante unterscheiden sich in der Lange des intrazellularen C-Terminus und set-

zen sich aus 369 bzw. 346 Aminosaureresten zusammen [11].

SSTR wurden mit einer Reihe von Verfahren wie Rezeptor-Autoradiographie, RT-
PCR, In-situ-Hybridisierung und, seit der Entwicklung subtypspezifischer Antikor-
per, mittels Immunhistochemie in normalem Gewebe, Tumoren und Tumorzellli-
nien nachgewiesen. Hierbei zeigten sich variable, aber gewebsspezifische Ex-
pressionsmuster. Im menschlichen Gehirn konnten beispielsweise alle funf SSTR
nachgewiesen werden, wahrend in Tumoren SSTR2 der dominierende Subtyp zu
sein scheint, SSTR4 hingegen eher selten oder nicht exprimiert wird [4, 13, 14].
Inselzellen des menschlichen Pankreas exprimieren alle finf SSTR mit variablem
Expressionsmuster in der Rangordnung SSTR1>SSTR5>SSTR2>SSTR3>SSTR4
[15].



Tabelle 2-1: Strukturelle Daten der finf humanen SSTR (modifiziert nach [4, 5]). + Stimulation, -
Inhibition.

SSTR 1 2 3 4 5

Chromosomale Lokalisation 14 17 22 20 16

Anzahl der

Aminosauren 391 369A/ 418 388 364
346B

Molekulargewicht
des Proteins (kDa) 42 41 45 42 39

Sequenzhomologie
der Proteine (%)

SSTR1 46 43 60 45
SSTR2A 46 43 52
SSTR3 42 53
SSTR4 49

2.3 Somatostatinanaloga

Die funf SSTR-Subtypen binden SST-14 und SST-28 mit nanomolarer Affinitat,
wobei SST-14 eine héhere Bindungsselektivitat fur SSTR1-4 aufweist, SST-28 im
Vergleich zu SST-14 aber eine 10- bis 15-fache Selektivitat fur SSTRS besitzt [16].
Die Wirkung von endogenem Somatostatin ist weitgehend spezifisch, da es
hauptsachlich lokal vor Ort synthetisiert und anschliellend schnell durch Peptid-
asen im Gewebe und im Blut inaktiviert wird. Hierdurch werden unerwlinschte sys-
temische Effekte verhindert [4]. Die klinische Anwendbarkeit von Somatostatin
dagegen wird geschmalert durch die kurze systemische Halbwertszeit von weniger
als drei Minuten [17], der Notwendigkeit zur intravenésen Applikation und an-
schlielender Hypersekretion von Hormonen wie Wachstumshormon, Insulin und
Glukagon, aufgrund eines Rebound-Effektes [18]. Dies fuhrte zur Suche nach
Somatostatinanaloga mit langerer Halbwertszeit und selektiver rezeptorsubtyp-
spezifischer Wirkung. Das zyklische Peptidhormon Somatostatin bildet mit seinen
Aminosaureresten Phe7, Trp8, Lys9 und Thr10 eine p-Schleife, die fur die Ligand-
Rezeptor-Interaktion entscheidend ist. Trp8 und Lys9 sind hierbei essentielle
Komponenten, die den konservierten Kern aller Somatostatinanaloga darstellen,
um den sich unterschiedliche Reste gruppieren. Als erster Wirkstoff kam 1983
Octreotid fur die Behandlung hormonproduzierender Tumoren von Nebenniere,
Pankreas und Gastrointestinaltrakt zur klinischen Anwendung [18, 19]. Die derzeit

verfugbaren Somatostatinanaloga wie Octreotid besitzen eine hohe Bindungsaffi-
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nitdt zu SSTR2 und in abnehmendem Masse zu SSTR5 und SSTR3, aber keine
Affinitat zu SSTR1 und SSTR4 [16]. Lanreotid und Valpreotid sind weitere Soma-
tostatinanaloga mit ahnlichen Bindungseigenschaften wie Octreotid. Octreotid und
andere Somatostatinanaloga stehen als Depotpraparate (Octreotid LAR, Lanreotid
LAR; LAR=long-acting release) zur Verfigung, bei denen die Wirksubstanz auf
Kunststoffpartikel aufgezogen ist [20-22]. Bei intramuskularer Injektion lasst sich
eine Wirkdauer von drei bis vier Wochen mit Octreotid LAR erzielen.

2.4 Hepatozellulares Karzinom

Das Hepatozellulare Karzinom (HCC) zahlt weltweit zu den haufigsten malignen
Tumoren und ist fur etwa 6% aller Krebserkrankungen beim Menschen verantwort-
lich. Pro Jahr rechnet man mit dem Neuauftreten von etwa einer halben Million
Krankheitsfallen [23]. Die Inzidenzrate ist regional sehr unterschiedlich. Etwa 80%
aller Erkrankungen treten in Entwicklungslandern auf, vor allem in Sudostasien
und den Sub-Sahara-Staaten. Deutschland und die westlichen Industrienationen
zahlen zu den Gebieten mit niedriger Inzidenz [24]. Epidemiologische Daten deu-
ten aber auf ein Ansteigen der Rate der Neuerkrankungen in diesen Landern hin
[23, 25].

Hepatozellulare Karzinome machen 80-90 % der primaren Leberzellkarzinome
aus. In etwa 80 % der Falle entsteht das HCC auf dem Boden einer Leberzirrhose,
die als Prakanzerose angesehen wird [26]. Abhangig von der Genese der Zirrhose

variiert das Risiko ein HCC zu entwickeln.

Die Infektion mit dem Hepatitis-B- und dem Hepatitis-C-Virus, sowie chronischer
Alkoholabusus sind weltweit betrachtet die Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung
eines HCC. Seltenere Ursachen sind Stoffwechselerkrankungen wie Hamochro-
matose und Porphyrien, sowie die Nahrungskontamination mit Aflatoxin B [25]. Die
chronische Hepatitis-B-Infektion ist, weltweit betrachtet, die haufigste der Entwick-
lung eines HCC zugrundliegende Ursache. Vor allem in Landern mit hoher HCC-
Inzidenz besteht eine deutliche positive Korrelation zwischen Inzidenzrate und
Hepatitis-B-Pravalenz [27]. Fir die Hepatitis-C-Infektion erbrachte die Metaanaly-
se von 21 Fallkontrollstudien, ein 17-fach erhdhtes Risiko fur Hepatitis-C-Trager
an einem HCC zu erkranken [28]. Gegenulber den viralen Hepatitiden besitzt die
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Hamochromatose eine deutlich geringere Pravalenz, doch ist hier das HCC-Risiko
90-200-fach erhoht und etwa 10 % der Hamochromatose-Patienten entwickeln ein
HCC im Erkrankungsverlauf [29].

Einen Sonderfall unter den HCC stellt das fibrolamellare Karzinom dar. Dieser
Tumortyp findet sich bei jungeren Patienten beiderlei Geschlechts und ist gekenn-
zeichnet durch grole, eosinophile Hepatozyten mit hyalinen intrazytoplasmati-
schen Einschlissen. Zwischen den neoplastischen Leberzellen liegen lamellar
angeordnete Bindegewebsstrange. Die Prognose und die Operabilitat sind gegen-

uber den Gbrigen HCC weitaus gunstiger [30].

Epidemiologische Daten aus den Vereinigten Staaten zeigen, dass die 5-
JahresUberlebensrate beim HCC trotz aller therapeutischen Bemuhungen bei 6 %
liegt. Das HCC wird im allgemeinen in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert,
was den Einsatz von chirurgischen und damit kurativen Therapieverfahren er-
schwert. Nur etwa 8 % der Betroffenen werden Uberhaupt einer chirurgischen oder
lokal invasiven Mallinahme zugefuhrt und in weniger als 1 % der Falle wird eine

Leberteilresektion oder —transplantation durchgefuhrt [23, 31].

2.5 Therapie des HCC

Einen kurativen Therapieansatz mit der Moglichkeit des langfristigen und tumor-
freien Uberlebens bieten die Lebertransplantation und die Leberteilresektion. Die
Lebertransplantation ist theoretisch die beste Therapieoption, da der Tumor als
ganzes entfernt und die Leberfunktion wiederhergestellt wird. Kontraindiziert ist die
Lebertransplantation bei extrahepatischer Tumormanifestation, grof3en oder mul-
tiplen Tumoren [32]. Der Mangel an Spenderorganen und die damit verbundenen
langen Wartezeiten schranken die Anwendung weiter ein. Figueras et al. berichten
Uber 5- und 10-Jahres-Uberlebensraten von 68 % bzw. 42 % [33]. Patienten ohne
Leberzirrhose mit chirurgisch resezierbaren Tumoren ohne Nachweis von Gefass-
einbruch und Fernmetastasierung sind Kandidaten flr eine Leberteilresektion [32].
Dies trifft allerdings nur auf etwa 5 % der Patienten mit HCC zu [34]. In einer Stu-
die, die 133 Patienten mit HCCs > 5cm umfasste, berichten Hanazaki et al. Gber 3-
und 5-Jahres-Uberlebensraten von 38 % und 28 % [35].



Ein grol3er Teil der Tumoren wachst allerdings Uber lange Zeit asymptomatisch
und wird erst in einem spaten Stadium diagnostiziert [36]. Haufig ist der Lokalbe-
fund bereits sehr ausgedehnt, oder zum Diagnosezeitpunkt bestehen bereits
Fernmetastasen. Metastasen sind haufig in Lymphknoten (42 %), den Lungen
(18 %) und im Skelett (17 %)zu finden [37]. Eine eingeschrankte Leberfunktion
kann eine Kontraindikation fur invasivere Therapien darstellen. Palliative interven-
tionelle Behandlungsansatze haben zum Ziel, durch thermische oder chemische
Verfahren eine lokale Tumornekrose zu erreichen. Hierunter fallen die perkutane
Ethanolinjektion (PEI), Radiofrequenzthermoablation (RFTA) und transarterielle
Chemoembolisation (TACE).

Bei der perkutanen Ethanolinjektion wird 96 %-iger Alkohol unter CT- oder Ultra-
schallkontrolle in den Tumor appliziert. In mehreren Sitzungen werden jeweils 8-
10 ml Alkohol injiziert. Sie eignet sich zur Behandlung kleinerer, auch multilokula-
rer Tumore. In einer italienischen Studie [38] wurden 184 Patienten mit HCC und
Leberzirrhose mit PEI behandelt. Alle Patienten hatten entweder einen solitaren
Tumor mit 3,1-5 cm Durchmesser oder multiple, maximal vier Knoten mit einem
Durchmesser <= 3 cm. Die 3-, 5- und 7-Jahres-Uberlebensraten lagen jeweils bei
67 %, 41 % und 19 %.

Ein neueres Verfahren ist die Radiofrequenzthermoablation. Eine Sonde wird per-
kutan unter radiologischer Kontrolle in den Tumor eingefiihrt. Durch einen ange-
legten hochfrequenten Wechselstrom werden Temperaturen von annahernd
100 °C in der Umgebung der Sonde erreicht, die zu einer thermischen Nekrose
des Tumors fuhren. Tumore bis zu einer GroRe von 5 cm kdnnen so behandelt
werden. Im Gegensatz zur PEI sind nur ein bis zwei Sitzungen erforderlich. In ei-
ner 2003 erschienen Arbeit [39] wurde die Effizienz der RFTA bei 52 Patienten in
einer randomisierten Studie gegenuber der PEIl untersucht. Die 1- und 2-
Jahresuberlebensraten waren mit 100 % bzw. 98 % besser als bei der PEI (96 %
bzw. 88 %).

Sowohl die PEIl, als auch die RFTA weisen das Risiko einer Tumoraussaat im Na-
delstichkanal auf. Llovet et al. konnten bei Patienten, die mit RFTA behandelt wur-

den, Stichkanal-Metastasen bioptisch in 12,5 % der Falle innerhalb eines Zeitrau-
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mes von 4 bis 18 Monaten nachweisen [40]. Andere Studien konnten dies nicht

bestatigen.

Einen anderen Ansatz als die perkutanen Verfahren besitzt die transarterielle
Chemoembolisation. Unter rontgenologischer Kontrolle erfolgt die selektive Son-
dierung einer tumorversorgenden Arterie. Nach Injektion eines Zytostatikums wird
das Gefal® embolisiert und auf diesem Wege eine Tumornekrose erzielt. Lokal
lassen sich mit dieser Technik hohe Chemotherapeutika-Konzentrationen erzielen.
Durch den ausgepragten hepatischen First-Pass-Effekt werden systemische Ne-
benwirkungen minimiert. In einer 2003 erschienenen chinesischen Arbeit, die 96
Patienten mit nichtresektablem HCC und noch guter Leberfunktion umfasste,
konnte fur die mit TACE behandelte Gruppe eine signifikante Verlangerung der
Uberlebenszeit gegeniiber der konservativ behandelten Gruppe (31,2 Monate vs.

14,1 Monate) gezeigt werden [41].

Zahlreiche Studien beschaftigen sich mit palliativer systemischer Therapie (siehe
Tabelle 2-2). Die Verwendung einer ganzen Reihe von Substanzen wie Interferon
(alleine oder als Kombinationstherapie), Tamoxifen, Megestrol sowie verschiede-
ner Chemotherapieprotokolle erbrachte enttduschende Resultate. Die Ansprechra-
ten waren niedrig und nur in seltenen Fallen lieR sich eine Verlangerung der Uber-
lebenszeit nachweisen. Ein zusatzlicher Nachteil war die oft erhebliche Toxizitat

der eingesetzten Therapieregime [36].

Tabelle 2-2: Mittlere Uberlebenszeit bei Anwendung verschiedener systemischer Therapien ({iber-
nommen aus [36]).

Mittlere Uberlebenszeit (Spannbreite)

in Monate

IFN Monotherapie 3-4

IFN + Chemotherapie 5-10
Monochemotherapie 4-10
Polychemotherapie 8-10
Tamoxifen 3-6

Megestrol 4-18
Octreotid 4-13




2.6 Therapie mit Somatostatinanaloga

Ein weiterer Ansatz im Bereich der systemisch-medikamentosen Therapien zur
Behandlung des nichtresektablen HCC ist der Einsatz von Somatostatinanaloga.
Somatostatinanaloga, vor allem Octreotid, haben schon vor geraumer Zeit Einlass
in die Tumortherapie gefunden [18, 19, 42]. Eine Reihe von Studien zeigte ihren
Stellenwert in der Therapie symptomatischer, funktioneller Tumore zur Kontrolle
der Uberschiessenden Ausschuattung von Hormonen und Sekreten bei Akromega-
lie, Insulinom, VIPom, Glukagonom und Karzinoiden. Experimentell konnte in ver-
schiedenen Tumormodellen ebenfalls eine antiproliferative Wirkung bei Tumoren
von Mamma, Prostata, Kolon, Pankreas und dem kleinzelligen Bronchialkarzinom
nachgewiesen werden [8, 43]. Somatostatinanaloga besitzen eine grof3e therapeu-
tische Breite und sind gut vertraglich. Uber Nebenwirkungen klagen 34 % der be-
handelten Patienten. Diese sind allerdings in Gber 90 % mild und ohne klinische
Relevanz [44] und umfassen zumeist gastrointestinale Beschwerden wie Ubelkeit,
Flatulenz, Diarrhde, Obstipation und Steatorrhée [36, 45], die in den meisten Fal-
len innerhalb von 10 bis 14 Tagen wohl aufgrund lokaler Adaptationsmechanis-
men abklingen [46]. Selten treten Cholelithiasis oder reversible Leberfunktionssto-

rungen auf [44] .

2.7 Somatostatinanaloga in der Therapie des HCC

In der Literatur veroffentlichte Einzelfallbeschreibungen berichten vom erfolgrei-
chen Einsatz von Somatostatinanaloga in der Therapie des HCC [47]. In einer
1998 von Kouroumalis et al. verdffentlichten, randomisiert-kontrollierten Studie
wurden 58 Patienten mit fortgeschrittenem HCC eingeschlossen [48]. Die erste
Gruppe erhielt zweimal taglich 250 ug Octreotid s. c., wahrend in der Kontrollgrup-
pe keine Therapie durchgeflhrt wurde. Im Vergleich zur Kontrollgruppe wiesen die
Patienten der Behandlungsgruppe eine erhdhte mittlere Uberlebenszeit (13 ge-
geniiber 4 Monaten) und eine erhéhte kumulative Uberlebensrate nach 6 und 12
Monaten (75 % gegenuber 37 %, bzw. 56 % gegenuber 13 %) auf. Zusatzlich ver-
besserte sich die Lebensqualitat. Wohlbefinden, Appetit und Korpergewicht stie-
gen in 54 %, 85 % und 43 % der Falle an. In der Kontrollgruppe kam es zu keinen

Verbesserungen.
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Einige der funf bislang veroéffentlichten Folgestudien kamen zu ahnlichen Ergeb-
nissen in Hinblick auf Mortalitdt und Verbesserung der Lebensqualitat, wahrend
sich in anderen Studien keine signifikanten Effekte nachweisen lieRen (vgl.
Tabelle 2-3).

Tabelle 2-3: Studienlage zur Therapie mit Somatostatinanaloga bei HCC [48-53].

Lebensqualitat

Studie Design Patienten' Uberlebensrate Tumorwachstum (QOL)
Kouroumalis et al. randomisiert®
(1998) 29 + - +
Raderer et al. ohne Kontroll- 21 ) i .
(2000) gruppe
Rabe et al. .
(2002) retrospektiv 63 - -
Samonakis et al historische
' Patienten als 32 + + +

(2002)

Kontrollgruppe

randomisiert,
Yuen et al. (2002) plazebo- 35 - - -

gontrolliet
Dimitroulopoulos et
al. (2002) 15 * - *

'mit Somatostatinanaloga behandelte Patienten. “Patienten in der Kontrollgruppe erhielten keine
Therapie. 3Behandlungsgruppe: Patienten mit positivem Octreotidscan; Kontrollgruppe: Patienten
mit negativem Octreotidscan, Therapieverweigerer und nebenwirkungsbedingte Therapie-
abbrecher.

In einer 2000 verodffentlichten Studie berichten Raderer et al. Uber den Einsatz von
Lanreotid, einem weiteren Somatostatinanalogon [49]. Wahrend Octreotid eine
kurze Halbwertszeit von etwa 100 min. besitzt, kann das Depotpraparat Lanreotid
in zweiwochentlichen Intervallen appliziert werden [20]. 21 Patienten erhielten
Lanreotid 30 mg i. m./14 Tage. Bei einem Patienten konnte ein partielles Anspre-
chen erzielt werden, in 8 Fallen kam es zu einer kurzdauernden Stabilisierung und
bei den (ibrigen Patienten zu einem Tumorprogress. Die mittlere Uberlebenszeit
lag bei 4,2 Monaten. 19 % der Patienten erreichten einen Anstieg im WHO-
Performance-Status von 2,5 bis 6 Monaten Dauer. 24 % der Patienten nahmen an
Korpergewicht zu. Zu einer deutlichen Verbesserung der Schmerzsymptomatik
kam es bei einem Patienten. 15 Patienten wurden vor Studienbeginn einem
Octreotid-Scan unterzogen. Hierbei kommt es zur szintigraphischen Darstellung
SSTR-positiven Gewebes mittels radioaktiv markiertem Octreotid. In keinem der
Falle konnten funktionsfahige SSTR nachgewiesen werden, was eine Erklarung

fur das negative Ergebnis geben kdnnte.
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Eine retrospektive, multizentrische Studie untersuchte 63 Patienten, die an 13 teil-
nehmenden deutschen Zentren mit Octreotid behandelt wurden [50]. Die Patienten
erhielten entweder Octreotid in Depotform (20-30 mg i. m./Monat) oder subkutane
Injektionen (3x50-3x300 ug/Tag). Die Auswertung ergab keinen signifikanten Un-
terschied zwischen beiden Behandlungsformen. Die durchschnittliche Uberle-
benszeit betrug 9 Monate. 29 % der Patienten gaben Nebenwirkungen an, zumeist
Diarrh6éen und Abdominalkrampfe. Vier Patienten brachen die Behandlung ne-

benwirkungsbedingt ab.

2002 erschien eine weitere griechische Arbeit, in der 32 Patienten mit fortgeschrit-
tenem, nichtresektablem HCC einer historischen Kontrollgruppe von 27 Patienten
gegenubergestellt wurde [51]. 16 Patienten der Behandlungsgruppe erhielten Lan-
reotid 30 mg i. m. 2x/Monat und 16 Patienten Octreotid LAR 30 mg i. m./Monat.
Die mittlere Uberlebenszeit der Behandlungsgruppe lag bei 15 Monaten gegen-
uber 8 Monaten in der Kontrollgruppe. Bei 30 % der Patienten konnte eine Stabili-
sierung der Tumorerkrankung, bei 10 % ein partielles Ansprechen zum Therapie-
zeitpunkt erreicht werden. 25 % der Patienten gaben eine Steigerung der Lebens-

qualitat im Karnofsky-Index [54] an.

Yuen et al. veroffentlichten 2002 eine randomisierte, placebokontrollierte Studie, in
die 70 Patienten mit fortgeschrittenem, nichtresektablem HCC, die fur eine tran-
sarterielle Chemoembolisation (TACE) nicht mehr in Frage kamen, eingeschlos-
sen wurden [52]. Verglichen wurde die Gabe von insgesamt 6 Einzeldosen
Octreotid LAR 30 mg i. m./Monat, nach vorhergehender Verabreichung von Octre-
otid 2x250 ug s.c. 2x taglich dber 2 Wochen gegen Placebo. Beide Gruppen
(n=35) wiesen keinen Unterschied beztglich der mittleren Lebenserwartung (1,93
Monate gegenuber 1,97 Monaten) auf. Eine Tumorregression oder eine Verbesse-
rung der Lebensqualitat war ebenfalls nicht feststellbar. Als einen Grund fur das
negative Ergebnis nennen die Autoren den hohen Anteil an Patienten mit weit
fortgeschrittener Tumorerkrankung (Portalvenenthrombose, Fernmetastasierung)
und die Tatsache, dass 37,1 % der behandelten Patienten bereits vor der ersten

Injektion von Octreotid LAR verstarben.
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Dimitroulopoulos et al. publizierten eine Studie, die 28 Patienten mit fortgeschritte-
nem, metastasiertem HCC umfasst. Vor Studienbeginn wurde bei allen Patienten
eine Szintigraphie mit radioaktiv markiertem Octreotid zur Detektion von SSTR-
Rezeptoren durchgefuhrt [55]. 78,57 % der Patienten wiesen einen Octreotid-
Uptake in der Leber auf. 15 der Patienten mit positivem hepatischen Uptake wur-
den in die Behandlungsgruppe eingeschlossen und erhielten zunachst Octreotid
3x0,5 mg s. c. taglich uber 6 Wochen zur Aufsattigung, um eher einen therapeuti-
schen Wirkspiegel zu erreichen [56]. Von Woche 4 bis Woche 8 wurde zusatzlich
jeweils Octreotid LAR 20 mg i. m. und ab Woche 12 Octreotid LAR 30 mg i. m. in
monatlichen Absténden injiziert. Die mittlere Uberlebenszeit lag bei 31 Wochen
gegenuber 16 Wochen in der Kontrollgruppe. Die Lebensqualitat verbesserte sich
bei 60 % der behandelten und 23 % der Patienten in der Kontrollgruppe.

2.8 Somatostatinrezeptoren im HCC

Bislang ist nur wenig uUber die Expression von Somatostatinrezeptoren in Hepato-
zellularen Karzinomen bekannt. In einer 1999 von Reubi et al. veroffentlichten Ar-
beit, die HCCs mittels In-vitro-Rezeptor-Autoradiographie untersuchte, lie3en sich

bei 41 % der Tumoren Somatostatinrezeptoren nachweisen [57].

In Vorarbeiten zu dieser Promotionsarbeit konnte anhand von RT-PCR-Analysen
weniger Tumorproben gezeigt werden, dass HCCs differentielle und individuell-
spezifische Expressionsmuster fur die unterschiedlichen Somatostatinrezeptoren
aufweisen. Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, mit immunhistochemischen Me-
thoden 50 HCCs systematisch im Hinblick auf die Expression der funf SSTR-
Subtypen zu untersuchen und den Rezeptorstatus mit klinischen und histopatho-

logischen Daten zu vergleichen.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien und Substanzen

Aluminiumkaliumsulfatdodecahydrat
Chloralhydrat
Citronensaure-Monohydrat
Deckglaschen
Dinatriumhydrogenphosphat
Entellan neu

EnVision+ System HRP Rabbit
Eosin E

Essigsaure

Ethanol 80%, 96%, 100% vergallt
Hamatoxylin

HCI, 2N

Kaliumhydrogenphosphat

Kodak Ektachrome Elite 100/36
Liquid DAB+ Substrate-Chromogen
System

Mikrotom-Klingen

NaOH, 1N

Natriumchlorid

Natriumiodat

Peptide Fragment of of human Soma-
tostatin Receptor 1-5
Somatostatinrezeptor-Antikorper 1-5
Human, host: Rabbit
Superfrost/Plus-Objekttrager

Trizma-Base

Tween 20
Wasserstoffperoxid 30%
Xylol

Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
DakoCytomation GmbH, Hamburg
Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Kodak GmbH, Stuttgart
DakoCytomation GmbH, Hamburg

Merck KgaA, Darmstadt
Mallinckrodt Baker, Griesheim
Merck KgaA, Darmstadt

Gramsch Laboratories, Schwab-
hausen

Gramsch Laboratories, Schwab-
hausen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemicals, Deisen-
hofen

MP Biomedicals GmbH, Eschwege
Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt
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3.2 Puffer
0,01 M TRIS- Puffer pH 7.6

e Trizma-Base
e 2N HCI

e Natriumchlorid

Fir die Stammlésung werden 60,5 g Trizma-Base in 700 ml Aqua dest. gelost. Mit
2 N HCI wird der pH-Wert auf 7,6 eingestellt und nachfolgend mit Aqua dest. auf
1000 ml aufgefullt. Der pH-Wert wird erneut Uberpruft und anschlieBend werden
90 g NaCl geldst. Fur die Gebrauchslosung wird die Stammldsung 1:10 mit Aqua
dest. verdinnt. Zur Verwendung als Waschpuffer wird der Gebrauchsldosung
Tween 20 im Verhaltnis 1:1000 zugegeben. Die Losung wird im Kuhlschrank gela-

gert.

1 M PBS-Puffer pH 7,2
¢ Dinatriumhydrogenphosphat

e Kaliumhydrogenphosphat
e NaCl
e 1N NaOH

FUr die Stammlésung werden 28,8 g Dinatriumhydrogenphosphat und 4,9 g Kali-
umhydrogenphosphat in 500 ml Aqua dest. gelost. Nach Zugabe von 160 g NaCl
wird mit Aqua dest. auf 1000 ml aufgefullt. Der pH wird mit 1 N NaOH auf einen
Wert von 7,2 eingestellt. Fur die Gebrauchslosung werden 50 ml Stammlésung mit

950 ml Aqua dest. verdlnnt.

Citrat-Puffer 0,01 M pH 6,0
e Citronensaure-Monohydrat
e 2N NaOH

Zur Herstellung der Stammlésung werden 42 g Citronensaure-Monohydrat in 2 |
Aqua dest. gelost. Um mikrobielles Wachstum zu verhindern wird die Losung zur

Aufbewahrung autoklaviert
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Fir die Gebrauchslésung wird die Stammldsung 1:10 mit Aqua dest. verdinnt und
der pH-Wert mit 2 N NaOH auf 6,0 eingestellt..

HE-Farbung (nach Biopsie Il)

Hamalaun-Losung:

e Hamatoxylin

Natriumiodat

Aluminiumkaliumsulfatdodecahydrat
Chloralhydrat

Citronensaure

Eosin-Losung:

e FEosinE

e Essigsaure

1 g Hamatoxylin wird in 100 ml erhitztem Aqua dest. auf der Heizplatte gelost. L6-
sung anschlielfend abkuhlen lassen. Dann werden in der angegebenen Reihen-
folge 200 mg Natriumiodat, 50 g Kalialaun, 50 g Chloralhydrat und 1 g Citronen-
saure zugegeben. Die Hamalaun-Lésung wird mit Aqua dest. auf 1 | aufgefullt und

in einer dunklen Flasche gelagert.

Fir die Eosin-Losung werden 10 g Eosin E in einem Liter Aqua dest. geldst. Da-

nach werden etwa 10 Tropfen Essigsaure hinzugeflugt.

3.3 Untersuchungsmaterial

Fur diese Arbeit standen 50 Gewebeproben von 9 Frauen und 41 Mannern zur
Verfligung, bei denen jeweils ein hepatozellulares Karzinom diagnostiziert und der
Tumor oder die vollstandige Leber reseziert wurde. Das durchschnittliche Patien-

tenalter lag zwischen einem und 83 Jahren (Altersmedian 60 Jahre).

Das Untersuchungsmaterial bestand aus in Paraffin eingebetteten Resektionspra-
paraten, die im Zeitraum von Januar 1996 bis Januar 2002 im Institut fir Patholo-

gie der Universitat Hamburg aufgearbeitet, histologisch untersucht und beurteilt
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wurden. Bei allen Praparaten wurde histologisch ein hepatozellulares Karzinom
diagnostiziert. Ein Befundbericht des Instituts fur Pathologie der Universitat Ham-
burg lag vor. Wegen zu kleiner beurteilbarer Volumina wurden Stanzbiopsien von
der Untersuchung ausgeschlossen. Zur besseren Beurteilung wurden solche Pra-
parate ausgewahlt, bei denen HCC und nicht-maligne verandertes Lebergewebe

nebeneinander auf dem Objekttrager lagen.

3.4 Pankreasgewebe

Als Positivkontrolle zur immunhistochemischen Darstellung wurde Pankreasgewe-
be verwendet. Bei den Praparaten handelte es sich ebenfalls um in Paraffin ein-
gebettete Gewebeblocke nichtmalignen Pankreasgewebes aus dem Institut far

Pathologie der Universitat Hamburg.

3.5 Tumorstadium

Die Zuordnung des Tumorstadiums erfolgte nach der TNM-Klassifikation (UICC,
1997; vgl. Tabelle 3-1). Aufgelistet ist die pT-Kategorie (p=postsurgical), in der die
am Resektat nachgewiesene Ausdehnung des Primartumors angegeben ist. 5
(10 %) der Patienten lielen sich dem Tumorstadium pT1 zuordnen, 28 (56 %), 12
(24 %) bzw. 3 (6 %) den Stadien pT2, pT3 und pT4. In 2 Fallen (4 %) war das Tu-

morstadium nicht eruierbar.
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Tabelle 3-1: TNM-Klassifikation des HCC (UICC 1997)

Kategorie

Definition

T

X
T0
T1

12

T3

T4

NX
NO
N1

MX
MO
M1

Primartumor
Primartumor kann nicht beurteilt werden
Kein Anhalt fur Primartumor

Solitarer Tumor 2 cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung,
ohne Gefalinvasion

Solitarer Tumor 2 cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung,
mit Gefaldinvasion, oder multiple Tumoren begrenzt auf
einen Lappen, keiner mehr als 2 cm in grofter Ausdehnung,
ohne Gefalinvasion, oder solitarer Tumor mehr als 2 cm in
grofdter Ausdehnung, ohne Gefalinvasion.

Solitarer Tumor mehr als 2 cm in grof3ter Ausdehnung, mit
Gefalinvasion, oder multiple Tumoren begrenzt auf einen
Lappen, keiner mehr als 2 cm in grofter Ausdehnung, mit
Gefalinvasion, oder multiple Tumoren begrenzt auf einen
Lappen, einer davon mehr als 2 cm in grof3ter Ausdehnung,
mit oder ohne Gefallinvasion

Multiple Tumoren in mehr als einem Lappen oder Tumor(en)
mit Befall eines groReren Astes der V. portae oder Vv.
hepaticae oder Tumor(en) mit Invasion von
Nachbarorganen, ausgenommen Gallenblase; oder
Tumor(en) mit Perforation des viszeralen Peritoneums

Regionare Lymphknoten

Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
Regionaren Lymphknotenmetastasen

Fernmetastasen

Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden

Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen

3.6 histologisches Grading

Die Einteilung der HCC zur Einstufung des Malignitatsgrades erfolgte nach histo-

logischen und zytologischen Kriterien auf Basis des vierstufigen Systems von Ed-

mondson und Steiner [58] (vgl. Tabelle 3-2). Patienten mit fibrolamellarem Karzi-

nom bilden eine zusatzliche Kategorie.

-18-



G1-Tumoren waren bei 5 Patienten (10 %) und Tumore des Grades G2 bei 40
(80 %) Patienten zu finden. Keiner der untersuchten Tumoren lie3 sich den Gra-
den G3 und G4 zuzuordnen. Bei vier Patienten (8 %) wurde ein fibrolamellares

Karzinom als Sonderform des HCC diagnostiziert.

Tabelle 3-2: Histologisches Grading nach Edmondson und Steiner

Grad Definition

I Uberwiegend trabekular, nur geringgradige zelluldre Atypiezeichen,
meist Galleproduktion, Abgrenzung gegen normale Leber oder Adenom
schwierig.

Il Uberwiegend tubuldr, pseudoglanduléar oder azinar, mittelgradige
zellulare Atypiezeichen; haufig Galleproduktion.

[l Uberwiegend solid mit weitgehendem Verlust einer organoiden
Anordnung; mittel- bis hochgradige zellulare Atypiezeichen, selten
Galleproduktion, haufige GefaRinvasion.

v Solid mit volligem Verlust des organoiden Aufbaues, hochgradige
zellulare Atypiezeichen und verschobene Kern-Plasma-Relation, sehr
selten Galleproduktion. Hepatozellulare Karzinome sind haufig
heterogene Tumoren, die gleichzeitig verschiedene
Differenzierungsgrade aufweisen. Der Malignitatsgrad steigt mit
zunehmender Entdifferenzierung.

3.7 Histologischer Typ

Unabhangig vom Malignitatsgrad lassen sich HCCs in unterschiedliche histologi-
sche Typen unterteilen. Die Einteilung erfolgte durch einen erfahrenen Pathologen
(Prof. Gocht, ehemals Institut fir Pathologie, UKE, Hamburg). Von den untersuch-
ten HCCs wiesen 23 (46 %) einen trabekularen und 10 (20 %) einen pseudoglan-
dularen Typ auf. 7 Tumore (14 %) waren vom Mischtyp und 4 Falle (8 %) lieRen
sich, wie schon oben beschrieben, der Sonderform des fibrolamellaren Karzinoms

zuordnen. Bei 6 Patienten (12 %) war die histologische Zuordnung nicht méglich.

3.8 Zusatzliche Charakteristika

Da 80 % der HCCs auf dem Boden einer Leberzirrhose entstehen wird diese als
Prakanzerose aufgefasst. Virale Hepatitis-Erreger sowie chronischer Alkoholabu-

sus sind entscheidende Ursachen fur die Ausbildung einer Leberzirrhose [25, 26].
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Fanf (10 %) der 50 untersuchten Patienten dieser Arbeit waren mit dem Hepatitis-
B-Virus, 11 (22 %) mit dem Hepatitis-C-Virus infiziert. Ein Alkoholabusus war bei
15 Patienten (30 %) bekannt. In 33 Fallen (66 %) lag eine Leberzirrhose vor.

Ein Patient (Nr. 14) wies eine inkomplette, maRig aktive Leberzirrhose bei klinisch

angegebener Hadmochromatose auf. In einem weiteren Fall (Nr. 18) lag neben ei-
ner Hepatitis-B-Infektion eine zusatzliche Infektion mit dem Hepatitis-D-Virus vor.
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Tabelle 3-3: Charakteristika der Patienten und Tumore

Charakteristikum Falle (n=50) proz. Anteil
Altersmedian 60 Jahre (1-83 Jahre)
Geschlechtsverteilung
Frauen 9 18 %
Manner 41 82 %
Stadium
pT1 5 10 %
pT2 28 56 %
pT3 12 24 %
pT4 3 6 %
unbekannt 2 4 %
Differenzierungsgrad
G1 5 10 %
G2 40 80 %
G3 0 0%
G4 0 0%
fibrolamellares CA 4 8 %
unbekannt 1 2%
histologischer Typ
trabekular 23 46 %
pseudoglandular 10 20 %
Mischtyp 7 14%
fibrolamellar 4 8 %
unbekannt 6 12 %
Hepatitis B 5 10 %
Hepatitis C 11 22 %
Alkoholabusus 15 30 %
Leberzirrhose 33 66 %
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3.9 Anfertigen der Gewebsschnitte

Routinemalig wird von jeder im Institut fur Pathologie der Universitat Hamburg
untersuchten Gewebeprobe ein reprasentativer Anteil in Paraffin eingebettet und
zur Befunddokumentation bzw. fur Forschungszwecke archiviert. Diese in Paraffin
eingeschlossenen Tumorproben bildeten die Grundlage fir die immunhistoche-

misch Untersuchung.

Um das Schneiden zu erleichtern, wurden die Gewebsblécke auf —20 °C vorge-
kihlt. Mit einem Schlittenmikrotom wurden Schnitte mit einer Dicke von 3 um an-
gefertigt, die in ein Wasserbad mit 50 °C Uberfuhrt und dann auf Objekttrager fi-
xiert wurden. Anschlieend wurden die Objekttrager Gber Nacht zum Trocknen bei

40 °C in den Warmeschrank gestellt.

3.10 Immunhistochemie

Immunhistochemische Techniken dienen dem Nachweis und der Identifikation an-
tigener Komponenten in Zellen und Gewebeschnitten mittels spezifische Antikor-

per.

In zahlreichen Vorversuchen erfolgte die Auswahl des optimalen immunhistoche-
mischen Nachweisverfahrens, der eingesetzten Konzentration des Primarantikor-
pers und der Vorbehandlung zur Demaskierung antigener Strukturen. Letztendlich

fiel die Wahl auf das EnVision-Detektionsystem.

Das EnVision 2-Schritt-Detektionssystem basiert auf der Kopplung mehrerer Se-
kundarantikorper- und Meerrettichperoxidasemolekilen an ein Dextran-
Polymertorso (vgl. Abbildung 3-1). Das Vorhandensein von Sekundarantikorper
und Enzymmolekil auf dem gleichen Polymer verringert Zeitbedarf und Ar-
beitsaufwand, da gegenlber herkdbmmlichen Nachweisverfahren ein Inkubations-
schritt entfallt. Im Gegensatz zur weit verbreiteten ABC-Methode (Avidin-Biotin-
Komplex) kommt das EnVision-System ohne Biotin aus. Hintergrundreaktionen
durch endogenes Biotin, das sich reichlich in Lebergewebe nachweisen lasst [59],

treten somit nicht auf.
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In der Gegenuberstellung mit weit verbreiteten immunhistochemischen Verfahren
wie APAAP, CSA, LSAB und SABC erzielt das EnVision-System als Zwei-Schritt-
Verfahren vergleichbare Resultate bei niedrigerem Arbeitsaufwand und geringerer

Antikdrper-Verdunnung [60].

AN A
SCHRITT 1 SCHRITT 2

Abbildung 3-1: Bei der 2-Schritt EnVision™-Methode folgt dem Primarantikérper (Schritt 1) ein
Dextranpolymer (Schritt 2), das durchschnittlich 10 Molekiille Sekundarantikérper und 70 Enzym-
molekile enthalt (Peroxidase-Blockierungs- und Waschschritte nicht dargestellt). Verwendung der
Abbildung mit freundlicher Genehmigung der Firma DakoCytomation, Hamburg.

3.11 Primarantikorper
Als Primarantikorper wurden die Rabbit-anti-Human-SSTR-Antikorper 1, 2A, 3, 4

und 5 der Firma Gramsch Laboratories, Schwabhausen, eingesetzt. Diese wurden
in einer Reihe von Verodffentlichungen ausfihrlich charakterisiert und praktischer

Anwendung unterzogen [61-65].

3.12 Antigen-Demaskierung

In formalinfixiertem Gewebe kann der Nachweis eines Antigens erschwert sein.
Die Fixierung mit Formalin fhrt zur Ausbildung von Aldehydvernetzungen, welche
die Bindung des Antikorpers verhindern kdnnen. Zudem kann sich die Konformati-
on des Antigens verandern und damit fir den Antikorper nicht mehr erkennbar
sein. Das Antigen ist dann ,maskiert”. Es existieren verschiedene Verfahren zur
Antigen-Demaskierung. Ihr Nutzen liegt in einer Verstarkung der Signalintensitat,
da die Zahl der zur Verfugung stehenden Antikorperbindungsstellen gegenuber

dem unbehandelten Gewebe grofler ist. Die Endverdinnung des Primarantikor-
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pers kann gesteigert werden, was vor allem fur die Routineanwendung und bei

teuren Antikdrpern Kosten senkt [66].

Neben Verfahren zur enzymatischen Demaskierung kann eine Vorbehandlung
ebenfalls durch hitzeinduzierte Demaskierung erfolgen. 1991 wurde durch Shi et
al. der Einsatz von Mikrowellen zur Hitzedemaskierung beschrieben. In dieser Ar-
beit wird eine handelsubliche Haushaltsmikrowelle mit 800 Watt Leistung einge-
setzt. Die Verwendung von Citratpuffer (pH 6,0) verbessert das Ergebnis zusatz-
lich [67-69].

3.13 Blockade der endogenen Peroxidase

Durch die Formalinfixierung und die Einbettung des Untersuchungsgutes wird die
endogene Enzymaktivitat des Gewebes nicht vollig zerstort. In dieser Arbeit wurde
DAB als Chromogen zur Entwicklung der Farbreaktion eingesetzt. Zur immun-
histochemischen Darstellung werden antikorpergekoppelte Peroxidasemolekile
an das darzustellende Antigen gebunden. Nach Zugabe von Substratpuffer, Was-
serstoffperoxid als Katalysator und DAB-Chromogen entsteht das farbige Endpro-
dukt. Da das Substrat-Chromogen-System nicht zwischen endogener und der
nachtraglich zugegebenen Peroxidase unterscheidet, kann es bei fehlender Blo-
ckade der endogenen Aktivitat zu Hintergrundfarbungen oder zu falsch positiven

Ergebnissen kommen.

Das einfachste Mittel zur Elimination der endogenen Peroxidase ist eine Inkubati-
on des Praparats mit Wasserstoffperoxids [66], wie es auch in dieser Arbeit zur

Anwendung kommt.

3.14 Durchfihrung der Immunhistochemie

Folgendes Protokoll wurde zur Durchfihrung der immunhistochemischen Darstel-
lung der SSTR-Subtypen erarbeitet und angewandt:

1. Schnitte auf dem Objekttrager in Xylol entparaffinieren und in einer aufstei-
genden Alkoholreihe rehydrieren:

a. 2x Xylol je 10 min.
-24-



b. 2x Alkohol 100% je 5 min.
c. 2x Alkohol 96% je 5 min.
d. 2x Alkohol 80% je 5 min.

Waschen in Tris-Puffer + Tween 20 fiir 3 min.

3. Antigen-Demaskierung mit 10mM Citratpuffer (pH 6,0) fir 20 min bei 800 Watt

10.

11

15.

16.

in einer handelsiblichen Haushaltsmikrowelle. Uberfiihren der Objekttrager in
ein Plastikgefal®. Ein zweites Plastikgefal® mit Puffer mit in die Mikrowelle zu-
stellen. In Intervallen von 4 min den verdunsteten Citratpuffer mit heillem Puf-
fer aus dem zweiten Gefal} auffillen. Die Schnitte missen immer von Puffer
bedeckt sein.

Objekttrager im Plastikgefald 20 min abkuhlen lassen.

Waschen in Tris-Puffer + Tween 20 fur 3 min.

Blockieren der endogenen Peroxidase mit 3% H2O0, in PBS-Puffer fir 15 min
bei RT auf einem Schuttler. Peroxidase-Losung stets frisch ansetzen.
Dreimaliges Waschen in Tris-Puffer.

Inkubation mit dem Primar-AK (Verdinnung 1:1000, 100 ul je Schnitt) Uber
Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer.

Waschen in Tris-Puffer + Tween 20 fur 3 min.

Inkubation mit EnVision (100 ul) fur 30 min bei Raumtemperatur.

. Waschen in Tris-Puffer + Tween 20 fir 3 min.
12.
13.
14.

Farben mit DAB-Chromogen-Substrat (100 ul) fur 10 min bei Raumtemperatur.
Waschen in Tris-Puffer + Tween 20 fur 3 min.
Gegenfarben mit Hamatoxylin (15 s, danach 5 min. unter flieRendem Wasser
blauen).
Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe und Gberfuhren in Xylol:

a. 2x Alkohol 80% je 3-5 min.

b. 2x Alkohol 96% je 3-5 min.

c. 2x Alkohol 100% je 10 min.

d. 2x Xylol je 10 min.

Eindecken mit Entellan.
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3.15 Positivkontrolle

Als Positivkontrolle wurde ein Objekttrager mit Pankreasgewebe in jeder Serie
mitgefuhrt. Die endokrinen Langerhans-Inselzellen des endokrinen Pankreas
exprimieren alle finf SSTR-Subtypen und konnten mit immunhistochemischen
Methoden nachgewiesen werden [15, 70]. In Voruntersuchungen wurde gezeigt,
dass sich Pankreasinselzellen mit dem verwendeten Protokoll eindeutig und spezi-

fisch darstellen lassen.

3.16 Negativkontrolle

Von jedem Untersuchungsfall wurde ebenfalls eine Negativkontrolle zum Aus-
schluss unspezifischer Reaktionen angefertigt. Dies geschah durch Weglassen

des Primarantikorpers.

3.17 Spezifitatskontrolle

Einen guten Hinweis auf die Spezifitat der eingesetzten AntikOrper ergab deren
Anwendung bei Pankreasgewebe. Hier kam es zu einer selektiven Darstellung der

Inselzellen, wahrend sich das umgebende exokrine Pankreas nicht anfarbte.

3.18 Praabsorption

Die Praabsorptionskontrolle dient ebenfalls dem Spezifitatsnachweis des einge-
setzten Antikdrpers. Hierbei wird der Antikdrper zusammen mit dem Peptid inku-
biert, das zur Generierung des Antikorpers verwendet wurde. Das Peptid wird im
Uberschuss zugegeben und bindet den Antikérper. Die derart blockierten Antikor-
per konnen dann im Verlauf keine Reaktion mehr mit dem entsprechenden Ge-

websantigen eingehen [71].

Das Protokoll zur Durchfiuhrung der Praabsorption folgt weitgehend dem oben
dargestellten Immunhistochemie-Protokoll. Anstelle des Primarantikorpers wird
allerdings hier in Schritt 8 das Peptid-Antikdrper-Gemisch eingesetzt. Verwendet
wurden Schnitte mit HCC-Gewebe.
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1. Ansatz des Peptid-Antikorper-Gemisches. Der Antikdrper besitzt eine 1:1000
Endverdinnung, das Peptid liegt in 10-fachem Uberschuss vor. PBS-Puffer
dient als Verdunnungsmedium. Fir jeden Schnitt werden 200 ul angesetzt.

2. Ansatz der Positivkontrolle (200 pl pro Schnitt). Als Positivkontrolle wird der
Primarantikorper in einer Konzentration von 1:1000 verwendet. Verdunnungs-
medium ist PBS-Puffer.

3. Das Peptid-Antikdrper-Gemisch und die Positivkontrolle werden fur 2 h bei
37°C und mittlerer Geschwindigkeit auf dem Schattler inkubiert.

4. Anschlie®end werden beide Ansatze bei 16.000 g uber 30 min zentrifugiert.
Vom Peptid-Antikérper-Gemisch und von der Positivkontrolle wird vorsichtig
der Uberstand abpipettiert (je 100 ul pro Schnitt)

6. Inkubation der Schnitte mit dem Uberstand (je 100 ul) Gber Nacht bei 4 °C in

einer feuchten Kammer.

Bei erfolgreicher Praabsorption ist auf dem Objekttrager keine Farbung feststell-

bar. Der Kontrollschnitt hingegen ist angefarbt.

3.19 Auswertung

Die Auswertung und Beurteilung erfolgte lichtmikroskopisch durch zwei Begutach-
ter. Zunachst wertete jeder Begutachter unabhangig die Praparate mehrfach aus.
In einem zweiten Schritt wurden abweichende Ergebnisse noch einmal gemein-

sam beurteilt und diskutiert, bis ein Konsens hergestellt war.

Beurteilungskriterien waren An- bzw. Abwesenheit einer Anfarbung des Tumors
und die Signalintensitat. Die Starke der Farbung des Tumors wurde mit der des
nicht malignen Lebergewebes verglichen. Weiterhin wurde die Anzahl der ange-
farbten Tumorzellen in Relation zum gesamten sichtbaren Tumor in betrachtet.
Vergleiche mit den Negativ- und Positivkontrollen brachten Aussagen Uber eine

moglicherweise vorhandene unspezifische Hintergrundfarbung.

3.20 Ubersichtsfarbung mit Hamatoxylin-Eosin

Von jedem der 50 Falle wurde eine Ubersichtsfarbung mit Hamatoxylin-Eosin an-

gefertigt, um das Gewebe in Hinblick auf pathologische Veranderungen und Digni-
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tat besser beurteilen zu kénnen. Die HE-Farbung stellt saure Strukturen rot und

basische blau dar. Die Farbeprozedur erfolgte nach folgendem Ablauf:

1. Schnitte auf dem Objekttrager in Xylol entparaffinieren und in einer aufstei-

genden Alkoholreihe rehydrieren:

a. 2x Xylol je 5 min.
b. 2x Alkohol 100% je 2 min.
c. 2x Alkohol 96% je 2 min.
d. 2x Alkohol 80% je 2 min.
2. Waschen in Tris-Puffer + Tween 20 fir 3 min.
3. Anfarben der Zellkerne im Hamalaunbad fur 10 min.
4. Unter flieRendem Leitungswasser werden die Schnitte 10 min geblaut.
5. Gegenfarben mit Eosin-Losung fir 5 min.
6. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe und tberflhren in Xylol:
a. 2x Alkohol 80% je30s
b. 2x Alkohol 96% je30s
c. 2x Alkohol 100% je 1 min
d. 2x Xylol je 10 min.

7. Eindecken mit Entellan.
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4.Ergebnisse

4.1 Ergebnis der Immunhistochemie

Eine Serie von 50 HCCs wurde immunhistochemisch auf die Expression der
SSTR1-5 hin untersucht. Tabelle 4-2 und Tabelle 4-3 zeigen das spezifische Ex-
pressionsmuster der einzelnen Tumore. SSTR1 stellte sich 24 (48 %), SSTR2 in
19 (38 %), SSTR3 in 34 (68 %) und SSTR5 (74 %) der Falle positiv dar. SSTR4
konnte in keinem einzigen Fall nachgewiesen werden. Damit ist SSTR5 der am
haufigsten nachgewiesene Subtyp, gefolgt von SSTR3>SSTR1>SSTR2>SSTR4.

Bei lediglich 10 (20 %) von 50 Tumoren war kein einziger SSTR-Subtyp nach-
weisbar. In den ubrigen Fallen konnte gezeigt werden, dass HCCs ein differentiel-
les Expressionsmuster fur SSTRs besitzen. 12 verschiedene Expressionsmuster
konnten identifiziert werden. Bei insgesamt 10 (20 %) Tumoren fand sich eine
kombinierte Expression von SSTR1, SSTR2, SSTR3 und SSTR5. 11 (22 %) der
Tumoren exprimierten SSTR1, SSTR3 und SSTR5, was hiermit in dieser Untersu-
chungsreihe das am haufigsten aufgefundene Expressionsmuster war. Ebenfalls
noch haufig, mit jeweils 5 (10 %) Tumoren, waren die Kombinationen SSTR2,
SSTR3 und SSTR5, bzw. SSTR3 und SSTRS5.

Tabelle 4-1: SSTR-Rezeptorexpressionsmuster. Insgesamt 12 verschiedene Expressionsmuster
waren nachweisbar. 22 % der untersuchten Tumoren wiesen die Rezeptorkonstellation SSTR1,
SSTR3, SSTRS5 auf.

SSTR-Subtypen

SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5 Haufigkeit

m 11 (22 %)
10 (20 %)
10 (20 %)
5 (10 %)
5 (10 %)
3 (6 %)
1(2 %)
1(2 %)
1(2 %)
1(2 %)
1(2 %)
1(2 %)

+ +

+ 4+ 1 + 4+ 1 0 0+ 4+ 0
+ 0 0+ 0+ 0+ + + 1
[ T T TR T S T T S S B
o+ 0+ 0+ + + 4+

+ 4+ 4+ ¢ 0 0 0 0 0 4
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Tabelle 4-2: SSTR-Expression in HCCs. m — mannlich, w — weiblich, + positiv, - negativ

SSTR-Subtypen

Nr. Alter Geschlecht SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5
1 72 m - - - - -
2 56 m + + + - +
3 59 m - + + - +
4 51 m - + + - +
5 64 m - - - - -
6 57 m - + + - +
7 18 m - - - +
8 61 m - - + - +
9 43 w - - - - -

10 57 m - - - - +

1 60 w + + + - +

12 50 m + - + - +

13 65 m + - + - +

14 56 m - - - - -

15 73 w - - - - -

16 61 m + + - - +

17 71 m + - + - +

18 53 m + - + - +

20 73 m - - - - +

21 66 m + - - - +

22 56 m + - + - +

24 83 w + - + - +

25 52 m + - + - +

26 73 m + + + - -

27 66 m + - + - +

28 65 m - - + - +

29 69 m - - + - +

30 59 m - - - - -

31 56 m + - + - +

32 66 m + + + - +

33 68 m - - - - -

34 40 w - - - -

35 59 m - - + - +

36 64 w + - + - +

37 73 m + + + - +

38 62 m + + + - +

39 71 m - - + - +

40 70 m - + + - +

41 69 m - + - - +

42 34 m + + + - +

43 60 m - + + - +

44 64 m + - + - +

46 62 w + + + - +

47 56 m - - + - -

48 71 m - - - - -

49 59 m + + + - +

50 59 w + + + - +

51 1 w + + + - +

52 68 m - - - - -

53 69 m - + + - -

Positive Falle 48 % 38 % 68 % 0% 74 %
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Tabelle 4-3: SSTR-Expression in HCCs (Fortsetzung). FL — fibrolamellares Karzinom, t — trabeku-

lar, p — pseudoglandular, m — Mischtyp, fl — fibrolamellar

Nr. Stadium Grading Hepatitis B Hepatitis C Alkohol- Leber- Histolo-
abusus zirrhose gischer Typ
1 pT2 G2 nein ia nein ia t
2 pT4 G2 nein nein ja ja pg
3 pT2 G2 nein nein nein ja t
4 pT2 G2 nein ja nein ja pg
5 pT3 FL nein nein nein nein fl
6 pT1 G2 nein nein nein ja t
7 pT1 FL nein nein nein nein fl
8 pT2 G2 nein nein nein nein m
9 unbekannt unbekannt ausgeheilt ja ja ja t
10 unbekannt G2 nein nein nein ja t
11 pT3 G1 nein ja nein ja t
12 pT1 G1 ja nein ja ja t
13 pT1 G2 nein ja nein ja t
14 pT3 G2 nein nein nein ja t
15 pT3 FL nein nein nein nein fl
16 pT2 G2 ja nein nein ja t
17 pT2 G2 nein nein nein nein t
18 pT2 G2 ja nein nein ja pg
20 pT2 G2 nein nein nein nein t
21 pT2 G2 nein nein ja ja pg
22 pT2 G1 nein nein nein nein t
24 pT2 G2 nein nein nein nein pg
25 pT2 G2 nein ja nein ja pg
26 pT2 G2 nein nein ja ja t
27 pT3 G2 nein nein ja ja m
28 pT3 G2 nein nein ja ja m
29 pT2 G2 nein nein nein nein t
30 pT3 G2 nein nein nein nein m
31 pT2 G2 nein nein ja ja t
32 pT2 G2 ja nein nein ja pg
33 pT2 G2 nein ja nein ja m
34 pT3 G2 nein nein nein nein pg
35 pT2 G2 nein nein ja ja m
36 pT2 G2 nein nein ja ja m
37 pT2 G2 nein nein nein nein t
38 pT2 G2 nein ja nein ja pg
39 pT2 G1 nein nein nein ja unbekannt
40 pT2 G2 nein ja nein ja t
41 pT2 G1 nein nein nein nein pg
42 pT1 FL nein nein nein nein fl
43 pT3 G2 nein nein ja ja t
44 pT2 G2 ja nein nein ja unbekannt
46 pT2 G2 nein nein ja ja t
47 pT3 G2 nein nein nein nein t
48 pT3 G2 nein nein nein nein t
49 pT4 G2 nein ja nein ja unbekannt
50 pT4 G2 nein ja nein ja unbekannt
51 pT2 G2 nein nein ja ja t
52 pT2 G2 nein nein ja nein unbekannt
53 pT3 G2 nein nein ja ja unbekannt
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Bei nahezu allen Tumoren war die Farbung homogen im Zytoplasma und der
Zellmembran unter Aussparung des Zellkerns lokalisiert (siehe Abbildung 4-1). In
der Mehrzahl der Falle fand sich eine einheitliche Anfarbung des gesamten Tu-
morgewebes. Die Starke der Immunreaktion schwankte in ihrem Auspragungsgrad
betrachtlich zwischen einzelnen Tumoren, was eine unterschiedliche Dichte der
SSTR-Expression nahe legt. Gelegentlich zeigte sich ein heterogenes Bild in der
Immunfarbung, vor allem bei Tumoren des Mischtyps, wo etwa pseudoglandulare
und tubulare Areale ein unterschiedliches Farbeverhalten aufwiesen. Selten waren
Tumoren, die nur fokal SSTR-Rezeptoren exprimierten, der Uberwiegende Anteil
des Tumors sich aber rezeptornegativ darstellte. Ein Beispiel hierflr ist Nr. 37 in
Abbildung 4-1.
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Nr. 3 Nr. 17 Nr. 37 Nr. 39
yErT : N =

L.

SSTR4

SSTR5

Abbildung 4-1: Unterschiedliche SSTR-Expressionsmuster und —dichte in HCC. Immunhistoche-
mischer Nachweis fir SSTR2, SSTR3 und SSTRS5 fiir Nr. 3. Bei Nr. 17 stellen sich SSTR1,
SSTR3 und SSTRS dar. Nr. 37 ist positiv fir SSTR1 SSTR2, SSTR3 und SSTR5. Interessant ist
die eher fokale SSTR-Expression mit geringerer Expressionsdichte. SSTR3 und SSTR5 werden
bei Nr. 39 exprimiert. VergrdoRerung: 40-fach.

4.2 Vergleich mit Klinik und Histopathologie

Untersucht wurde das SSTR-Expressionsmuster im Hinblick auf Korrelationen
zwischen der Subtyp-Verteilung und Patientengeschlecht, Tumorstadium, histolo-
gischem Grading, Tumortyp, Vorliegen einer Infektion mit dem Hepatitis-B- oder
Hepatitis-C-Virus, Leberzirrhose und Alkoholabusus (siehe Tabelle 4-4 - Tabelle
4-11)
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Den Zusammenhang zwischen Hepatitis-B-Infektion und SSTR-Expression betref-
fend, war bei Hepatitis-B-positiven Patienten die Rezeptorexpression durchweg
hoher als im Durchschnitt (siehe Tabelle 4-8). Bei 100 % (gegenuber 48 % im
Durchschnitt) dieser Patienten liel3 sich der SSTR1-Rezeptor, bei 40 % (gegen-
uber 38 %) der SSTR2-Rezeptor, bei 80 % (gegenuber 68 %) der SSTR3-
Rezeptor und bei 100 % (gegenuber 74 %) der Patienten der SSTR5-Rezeptor
nachweisen. Einschrankend muss aber wiederum erwahnt werden, dass es sich

hierbei lediglich um 5 Falle handelt.

Das fibrolamellare Karzinom, das in vieler Hinsicht einen Sonderfall des HCC dar-
stellt, zeichnete sich in dieser Untersuchung durch eine, im Vergleich mit den Gbri-
gen histologischen Typen, geringere SSTR-Expression aus. Nur in jeweils einem
von vier Fallen (25 %) war der Nachweis fur SSTR1, 2 und 3 positiv. Zwei von 4
untersuchten fibrolamellaren Karzinomen (50 %) waren SSTR5-positiv. Interes-
santerweise lag bei keinem der vier Patienten eine Leberzirrhose, eine Infektion
mit dem Hepatitis-B- oder Hepatitis-C-Virus oder ein Alkoholabusus als

typischer Risikofaktor fir die Entstehung eines HCC vor.

Patienten ohne begleitende Leberzirrhose wiesen in dieser Untersuchung stets
geringere Subtypexpressionen als Patienten mit Leberzirrhose oder das Gesamt-
kollektiv auf (vgl. Tabelle 4-10). Von den 17 Patienten mit Leberzirrhose exprimier-
ten 29 % (gegenuber 48 % im Durchschnitt) den SSTR1-Rezeptor, 18 % (gegen-
uber 38 %) den SSTR2-Rezeptor, 47 % den SSTR3-Rezeptor (gegenuber 68 %)
und 59 % (gegenuber 74 %) den SSTR5-Rezeptor.

Die vorliegenden Daten lassen ansonsten aber vermuten, dass SSTR-Expression

und die oben aufgezahlten Variablen unabhangig voneinander vorliegen.

Tabelle 4-4: Korrelation zwischen SSTR-Expression und Patientengeschlecht.

SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5
Anzahl abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel.
mannlich 41 18 44% 15 37% 28 68% 0 - 31 76%
weiblich 9 6 67% 4 44% 6 67% 0 - 6 67%
Summe 50 24  48% 19 38% 34 68% 0 - 37  74%
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Tabelle 4-5: Korrelation zwischen SSTR-Expression und Tumorstadium (pT).

SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5
Anzahl abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel.
pT1 5 3 60% 2 40% 4 80% 0 - 5 100%
pT2 28 16 57% 11 39% 21 75% 0 - 24 86%
pT3 12 2 17% 3 25% 6 50% 0 - 4 33%
pT4 3 3 100% 3 100% 3 100% 0 - 3 100%
unbekannt 2 0 - 0 - 0 0% 0 - 1 50%
Summe 50 24 48% 19 38% 34 68% 0 - 37  74%
Tabelle 4-6: Korrelation zwischen SSTR-Expression und histologischem Grading.
SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5
Anzahl abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel.
G1 5 3 60% 2 40% 4 80% 0 - 5 100%
G2 40 20 50% 16 40% 29 73% 0 - 30 75%
G3 0 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
G4 0 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
fibrol. CA 4 1 25% 1 25% 1 25% 0 - 2 50%
unbekannt 1 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
Summe 50 24 48% 19 38% 34 68% 0 - 37 74%
Tabelle 4-7: Korrelation zwischen SSTR-Expression und histologischem Typ.
SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5
Anzahl abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel.
trabekular 23 10 44% 10 44% 16 70% 0 - 17 74%
pseudogland. 10 8 80% 5 50% 7 70% 0o - 9 90%
Mischtyp 7 2 29% 0 - 5 71% 0 - 5 71%
fibrolamellar 4 1 25% 1 25% 1 25% 0 - 2 50%
unbekannt 6 3 50% 3 50% 5 83% 0 - 4 67%
Summe 50 24 48% 19 38% 34 68% 0 - 37  74%
Tabelle 4-8: Korrelation zwischen SSTR-Expression und Hepatitis-B-Infektion.
SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5
Hepatitis B Anzahl abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel.
positiv 5 5 100% 2 40% 4 80% 0 - 5 100%
negativ 45 19 42% 17  38% 30 67% 0 - 32 71%
Summe 40 24 48% 19 38% 34 68% 0 - 37 74%
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Tabelle 4-9: Korrelation zwischen SSTR-Expression und Hepatitis-C-Infektion

SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5
Hepatitis C Anzahl abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel.
positiv 11 6 55% 6 55% 6 55% 0 - 8 73%
negativ 39 18 46% 13 33% 28 72% 0 - 29 74%
Summe 50 24 48% 19 38% 34 68% 0 - 37 74%

Tabelle 4-10: Korrelation zwischen SSTR-Expression und vorliegender Leberzirrhose.

SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5
Leberzirrhose Anzahl abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel.
positiv 33 19 58% 16  49% 26 79% 0 - 27 82%
negativ 17 5 29% 3 18% 8 47% 0 - 10  59%
Summe 50 24 48% 19 38% 34 68% 0 - 37 74%

Tabelle 4-11: Korrelation zwischen SSTR-Expression und vorliegendem Alkoholabusus.

SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5
Alkoholabusus  Anzahl abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel.
ja 15 9 60% 6 40% 12  80% 0 - 11 73%
nein 35 15 43% 13 37% 22 63% 0 - 26 74%
Summe 50 24  48% 19 38% 34 68% 0 - 37 74%

4.3 Positivkontrolle

Gesundes Pankreasgewebe diente als Positivkontrolle. Immunhistochemisch lie-
Ren sich, wie auch in der Literatur beschrieben [65], alle funf SSTR in den Insel-
zellen des Pankreas nachweisen (siehe Abbildung 4-2). Die Anfarbbarkeit war
eindeutig und scharf auf die Langerhans-Inseln begrenzt, ohne Darstellung des
umgebenden exokrinen Pankreasgewebe. Der SSTR4-Rezeptor war nur in weni-

gen Inselzellen darstellbar und das Farbeergebnis blass, jedoch eindeutig.
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Abbildung 4-2: Immunhistochemischer Nachweis der SSTR-Expression in den Inselzellen des
humanen Pankreas. Die braune Farbung signalisiert das Vorhandensein von SSTR1, SSTR2,
SSTR3, SSTR4 und SSTR5 spezifisch lokalisiert in den Inselzellen des Pankreas. VergroRerung:

25-fach.
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4.4 Negativkontrolle

Die von jedem Tumor durch Weglassen des Primarantikorpers angefertigte Kon-
trolle war in allen Fallen negativ. Keiner der Gewebsschnitte wies eine unspezifi-

sche Anfarbung auf.

4.5 Praabsorption

Die Praabsorption des Antikorpers mit seinem entsprechenden Antigenpeptid
dient dem Nachweis der Spezifitat des Antikorpers und wurde fur alle funf Rezep-
tor-Subtypen durchgefuhrt. Im verwendeten HCC-Gewebe kam es nach Durchflh-
rung der Praabsorption zu keiner Immunfarbung, wahrend sich bei den mitgefihr-
ten Kontrollproben, in denen das Antigenpeptid durch PBS-Puffer ersetzt wurde,
SSTRs nachweisen lie3en (siehe Abbildung 4-3).
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Kontrolle _Praabsorption

SSTR1

Abbildung 4-3: Immunhistochemischer Nachweis der SSTR-Expression in HCC und Hemmung
der Anfarbung durch Praabsorption mit dem Antigenpeptid. Darstellung von SSTR1, SSTR2,
SSTR3 und SSTR5 nach Einsatz des Chromogens DAB (braune Farbung, linke Spalte). Praab-
sorption mit dem jeweiligen Antigenpeptid hemmt die Anfarbbarkeit (rechte Spalte) und weist die
Spezifitat des eingesetzten Antikdrpers nach. Vergrofierung: 25-fach.
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5.Diskussion

5.1 Hepatozellulare Karzinome zeigen ein differen-
tielles SSTR-Expressionsmuster

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Serie von 50 HCCs immunhistochemisch

hinsichtlich der Expression der funf SSTR-Subtypen untersucht.

1998 zeigten Reubi et al. mittels In-vitro-Rezeptorautoradiographie, dass HCC
Somatostatinrezeptoren exprimieren [57]. Durch radioaktiv markiertes Somatosta-
tin-28, bzw. Octreotid lielen sich in 41 % der untersuchten Tumorproben SSTR
nachweisen, ohne allerdings weiteren Aufschluss Uber die Distribution der einzel-
nen SSTR-Subtypen zu geben. In dieser Arbeit lag der Anteil der SSTR-positiven
Tumoren unter 50 untersuchten HCC-Fallen bei 80 %. Eventuell ist die Sensitivitat
der In-vitro-Rezeptor-Autoradiographie nicht ausreichend hoch genug, um insbe-
sondere Tumoren mit fokaler oder schwacher Rezeptorexpression nachzuweisen.
Im Vergleich zu den als Positivkontrollen herangezogenen pankreatischen Insel-
zellen, wiesen viele der hier untersuchten HCCs eine sehr viel schwachere An-
farbbarkeit auf oder die Expression war fokal und gelegentlich blof3 auf einzelne

Zellen begrenzt.

Von einer ganzen Reihe menschlicher Tumoren ist die Expression von Somatosta-
tinrezeptoren bekannt. Hierunter fallen neuroendokrine Tumoren wie Hypophyse-
nadenome, Karzinoide des Gastrointestinaltraktes, Phaochromozytome, das me-
dullares Schilddrisenkarzinom und das kleinzelliges Bronchialkarzinom, aber
auch Tumoren des Nervensystems (Astrozytome, Meningeome), maligne
Lymphome, das Nierenzellkarzinom und das Mammakarzinom [72-77]. Die Ent-
wicklung polyklonaler Antikdrper gegen Peptidfragmente aller funf bekannten
SSTR erlaubt die unabhangige Darstellung der verschiedenen Subtypen mittels
Immunhistochemie. Bei einer Reihe verschiedener Tumorentitaten konnte mit im-
munhistochemischen Methoden nachgewiesen werden, dass humane Tumoren
ein differentielles SSTR-Expressionsmuster aufweisen [63-65, 76, 78-80]. Eine
Ubersicht hierzu gibt Tabelle 5-1.
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Diese Untersuchung zeigt, dass HCCs ebenfalls eine differentielle, individual-
spezifische Expression der verschiedenen SSTR-Subtypen aufweisen. Heteroge-
ne Expressionsmuster und —dichte und die in einigen Tumoren gefundene fokale
Expression von SSTR in sonst SSTR-negativem Tumorgewebe kdnnte einer der
Grinde fir die unterschiedlichen Ergebnisse der klinischen Studien zur Anwen-
dung von Somatostatinanaloga im HCC sein (vgl. Tabelle 2-3). Auch innerhalb
einzelner Studien waren die Ergebnisse gelegentlich uneinheitlich. Samonakis et
al. [51] berichten, dass die Teilnehmer ihrer Studie unterschiedlich auf eine Thera-
pie mit Somatostatinanaloga ansprachen. Einige Patienten blieben in ihrem
Krankheitsverlauf Gber Monate hinweg bemerkenswert stabil, wahrend anderen
Patienten einen rasch progredienten und frih fatalen Krankheitsverlauf erfuhren.
Als Grund hierfur, so die Autoren, sei das Vorhandensein oder Fehlen funktionsfa-

higer SSTR auf den Tumorzellen anzunehmen.

Tabelle 5-1: Differentielle Expression von Somatostatinrezeptoren in humanen Tumoren. Nach-
weis mittels immunhistochemischer Verfahren. Referenzen: [63-65, 76, 78-80]

SSTR

Tumor Arbeitsgruppe Falle 1 2 3 4

Gastrinom Kulaksiz et al. 33 30% 100% 79% n. u. 76%
Insulinom Kulaksiz et al. 36 31% 58% 78% n. u. 78%
Karzinoid Kulaksiz et al. 35 37% 86% 71% n. u. 83%
Ovarialkarzinom Schulz et al. 47 19% 28% 42% 17% 21%
Zervixkarzinom Schulz et al. 21 38% 57% 43% 0% 0%
Endometriumkarzinom Schulz et al. 28 32% 39% 43% 4% 4%
Mammakarzinom Schulz et al. 33 52% 48%/ 67% 48% n. u. n. u.
Meningeom Schulz et al. 40 5% 70%/ 15% 25% 28% 11%
Bronchialkarzinom Papotti et al. 25 n. u. 68% 24% n. u. 20%
ﬂ’;ergi‘;”oar;es Schilddrisen- 5ot et al. 51 49% 3% 47% 4% 57%
Pankreaskarzinom Fjallskog et al. 28 70% 90% 50% 90% 50%
Medulloblastom Guyotat et al. 15 n. u. 100% n. u. n. u. n. u.

n. u. — nicht untersucht; 'SSTR2A / SSTR2B

5.2 Immunhistochemie ist eine verlassliche Methode
zum SSTR-Nachweis formalinfixierter HCC-
Biopsate

RT-PCR ist, verglichen mit immunhistochemischen Verfahren, die sensitivere Me-
thode zum Nachweis der Rezeptorexpression, kann aber keine Aussagen zur zel-

lularen Lokalisation treffen. Zwischen Tumor und umgebendem Gewebe wird nicht
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differenziert, bzw. es muss bei der Probengewinnung sehr genau darauf geachtet
werden, dass ausschlieRlich Tumorgewebe untersucht wird. Diese Entscheidung
ist makroskopisch am Resektat oftmals schwierig. Bei den Untersuchungen zu
dieser Arbeit stellte sich das umgebende, in vielen Fallen zirrhotisch veranderte
Lebergewebe haufig in der Immunfarbung SSTR-positiv dar. Ein Befund, der sich
mit den Ergebnissen von Reynaert et al. deckt, die in einer kleinen Anzahl unter-
suchter Proben SSTR in zirrhotischem Gewebe (und ebenfalls in HCCs, aber nicht
in normalen Hepatozyten) mittels Immunhistochemie nachweisen konnten [81].
Dies kdonnte bei RT-PCR-Untersuchungen zu falsch-positiven Resultaten flhren.
Ebenso kann durch den Nachweis des mRNA-Transkripts keine Aussage daruber
getroffen werden, ob tatsachlich auf Proteinebene ein funktionsfahiger Rezeptor
hergestellt und in die Zellmembran Uberfuhrt wird. Weiterhin ist durch RT-PCR
eine quantifizierende Beurteilung und ein Nachweis fokaler Expression im Tumor

nicht moglich.

Papotti et al. fanden bei einer vergleichenden immunhistochemischen und RT-
PCR-Analyse der SSTR-Expression von gastrointestinalen und pankreatischen
endokrinen Tumoren in Uber 90 % der untersuchten Falle eine positive Korrelation
beider Methoden [82]. Dieses Ergebnis konnte bei der Untersuchung von Lungen-

tumoren durch die gleiche Arbeitsgruppe bestatigt werden [76].

In Vorarbeiten zu dieser Studie wurde bei der Untersuchung weniger Tumorpro-
ben in unserem Labor mittels RT-PCR und vergleichender Immunhistochemie in
der Mehrzahl Ubereinstimmende Ergebnisse erzielt. In einigen Fallen fand sich ein
MmRNA-Transkript ohne entsprechende immunhistochemische Darstellung. Neben
der geringeren Sensitivitat der Immunhistochemie kénnte ein weiterer Grund sein,
dass in Tumoren moglicherweise Mutationen der SSTR-Gene auftreten, die eine
Translation der mRNA in ein Rezeptorprotein verhindern, die Rezeptorkonformati-
on verandern oder mit dem posttranslationalen Prozessing des Rezeptors interfe-
rieren und somit den Rezeptornachweis durch eine immunhistochemische Darstel-

lung verhindern.

Schwierigkeiten bereitet gelegentlich die Interpretation der Untersuchungsergeb-

nisse, vor allem bei starker unspezifischer Hintergrundfarbung und bei fokaler An-
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farbung. Zusatzlich existieren bislang keine einheitlichen Interpretationskriterien
fur die histologische Beurteilung [76]. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht,
die Zuverlassigkeit der Untersuchung zu gewahrleisten, indem Auswertung und
Beurteilung zunachst durch zwei Begutachter in mehreren Durchgangen unab-
hangig voneinander durchgeflihrt und in einem zweiten Schritt abweichende Er-
gebnisse noch einmal gemeinsam beurteilt und bis zur Konsensfindung diskutiert

wurden.

Immunhistochemie ist ein zuverlassiges Verfahren zum Nachweis von SSTR in
Tumoren, das bereits in zahlreichen Arbeiten angewendet wurde (siehe Tabelle
5-1). Mehrere Arbeiten fanden beim Vergleich von Immunhistochemie mit anderen
Nachweisverfahren Ubereinstimmende Resultate. Die Spezifitat der verwendeten
Antikérper wurde anhand der selektiven Darstellung endokriner SSTR-
exprimierender Inselzellen im Pankreasgewebe und dem vollstandigen Blockieren

der Antikorper bei der Praabsorption mit dem entsprechenden Antigen gezeigt.

5.3 SSTR vermitteln zytostatische und zytotoxische
Effekte

Der Einsatz von Somatostatinanaloga zur symptomatischen Therapie der Hyper-
sekretion bei hormonproduzierenden Tumoren [83, 84], brachte die Erkenntnis,
das SSTR nicht nur eine Inhibition der Hormonsekretion vermitteln, sondern dar-
uber hinaus auch eine antiproliferative Wirkung mit Tumorreduktion erzielt werden
kann [54, 85]. Diese Effekte konnten sowohl durch Zellkulturuntersuchungen in
vitro, als auch in vivo nachgewiesen werden [43, 86]. Experimentell in Nacktmau-
se implantierte Pankreas- und Kolonkarzinome, sowie kleinzellige Bronchialkarzi-
nome konnen durch Administration von Somatostatinanaloga in ihrem Wachstum
gehemmt werden [87]. Bei etwa 50 % der Akromegaliepatienten mit Hypophyse-
nadenom, die mit Somatostatinanaloga symptomatisch zur Suppression der
Wachstumshormonsekretion behandelt wurden, war eine Tumorreduktion fest-
stellbar [88].

Dieser hemmende Effekt von SSTR auf die Zellproliferation von Tumoren beruht

auf zytostatischen (Zellzyklusarrest) und zytotoxischen (Apoptoseinduktion) Me-
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chanismen und wird entweder direkt, Uber auf den Tumorzellen exprimierte SSTR
oder indirekt Uber SSTR auf Nichttumorzellen vermittelt. Dies fuhrt zur Hemmung
der Sekretion von Hormonen und Wachstumsfaktoren, die verstarkend auf das
Wachstum von Tumoren wirken, zur Angiogeneseinhibition [89] oder Modulation

der Immunantwort [4, 42].

SSTR vermitteln zytostatische, antiproliferative Effekte Uber eine ganze Reihe von
intrazellularen  Signaltransduktionswegen, wobei die  Mitogen-aktivierte-
Proteinkinase-(MAPK-)-Kaskade eine Hauptrolle spielt. Die MAPK-Kaskade be-
sitzt eine wichtige Funktion in der Signaltransduktion durch Wachstumsfaktoren
wie z. B. PDGF (platelet derived growth factor) zur Steuerung von Zellproliferation,
-entwicklung und -differenzierung, sowie der Regulation des Zellzyklus [90]. Aus-
gangspunkt der MAPK-Kaskade ist das G-Protein Ras. Dieses geht bei Aktivie-
rung in die aktivierte, GTP-bindende Form Uber. Ras-GTP interagiert nun mit der
Serin-Threonin-Kinase Raf, die wiederum Aktivator der MAP-Kinase-Kinase (MEK)
ist. Diese Threonin-Tyrosin-Kinase phosphoryliert schliel3lich MAPK, das ver-

schiedene Transkriptionsfaktoren als Substrat besitzt.

Fur alle SSTR konnte mittlerweile ein modulierender Einfluss auf die MAPK-
Aktitivitat nachgewiesen werden [4]. In Neuroblastomzellen fuhrt das Somatostati-
nanalogon Lanreotid (BIM 23014), das eine hohe Affinitat fir SSTR2 besitzt zu
einer Inhibition der MAPK-Aktivitat und der Zellproliferation [91]. SSTR3 vermittelt
in transfizierten NIH3T3-Zellen eine MAPK-Inhibition durch Inaktivierung von Raf
[92]. Im Gegensatz hierzu fuhrt Somatostatin in CHO-K1-Zellen Uber den SSTR1-
Rezeptor zu einer MAPK-Aktivierung mit konsekutiver Expression von p21°P!.
p21°P! zahlt zur Gruppe der Cyclin-abhangigen-Proteinkinasen, die einen hem-
menden Einfluss auf den Zellzyklus besitzen [93, 94]. Ein weiterer Regulator des
Zellzyklus ist das Retinoblastom-(Rb-)-Protein. Hypophosphoryliertes Rb bindet
Transkriptionsfaktoren, die fiir den Ubergang der Zellen in die S-Phase der Mitose
verantwortlich sind und fihrt zur Akkumulation von Zellen in der G1-Phase [95]. In
einem Zellkultursystem mit CHO-K1-Zellen konnte gezeigt werden, dass Soma-
tostatin  Uber verschiedene Rezeptoren 2zu einer Rb-Induktion flihrt
(SSTR5>SSTR2>SSTR4>SSTR1), wodurch es zu einer Zellzyklus-Inhibition
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kommt. Eine Mitbeteiligung des MAPK-Signaltransduktionsweges wird hierbei dis-
kutiert [96].

Neben der Vermittlung von zytostatischen Effekten sind SSTR auch in der Lage
Apoptose zu induzieren, wie zuerst an MCF7-Zellen gezeigt wurde, die mit Octreo-
tid behandelt wurden [97]. Da MCF-7-Zellen mehrere SSTR exprimieren, war eine
genauere Zuordnung zu einem Subtyp nicht moglich. In CHO-K1-Zellen, die je-
weils einen rekombinanten SSTR exprimierten, liel3 sich ein apoptotischer Effekt
durch Stimulation des SSTR3-Subtyps auslésen. Hierbei wurde eine Aktivierung
des Tumorsupressorproteins p53 und des proapoptotischen Proteins bax beo-

bachtet [98]. Beides sind Schlisselmolekule bei der Induktion der Apoptose.

Zwei zentrale intrazellulare Signalkaskaden sind entscheidend an der Apopto-
seausldsung beteiligt. Der extrinsische Weg lauft Gber Rezeptoren der Todesre-
zeptorenfamilie (engl. death receptors) und besitzt unter anderem TNFa als Li-
gand. DNA-Schadigung lost Apoptose Uber einen weiteren, zellintrinsischen Weg
aus, bei dem es zur Aktivierung von Proteinen der bcl-2-Familie und der bax-
Superfamilie kommt. Beide Signaltransduktionswege minden schlieRlich in die
Aktivierung von Cysteinproteasen, den sogenannten Caspasen, die uber eine
Kaskade von verschiedenen Proteolyseraktionen letztendlich die Apoptose der
Zelle bewirken [99].

Fur den SSTR2-Rezeptor konnte gezeigt werden, dass in menschlichen Pankre-
askarzinomzellen (BxPC-3-Zellen) Apoptose Uber SSTR2 ausgeldst wird. Hierbei
kommt es zu einer Beteiligung beider Signaltransduktionswege, einerseits durch
Hochregulation der Expression von TNFa-Rezeptoren, andererseits durch vermin-
derte Expression des antiapoptotischen Proteins bcl-2 des intrinsischen Weges
[100]. Wie in einer anderen Arbeit beschrieben, lie} sich ebenfalls Uber SSTR2 in

einem Zellkultursystem mit HL-60-Zellen Apoptose ausldsen [101].

Neben diesen direkten, durch SSTR auf den Tumorzellen vermittelten Wirkungen
wurden ebenfalls indirekte Effekte von Somatostatinanaloga auf Tumorzellen, die
uber keine SSTR verfugen nachgewiesen. Bei Tumormodellen des Kaposi-

Sarkoms, das selbst keine SSTR exprimiert zeigte sich ein antiproliferativer Effekt
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nach Gabe von SST. SST-behandelte Tumoren wiesen histologisch eine vermin-
derte Vaskularisation auf. SST wirkte in vitro hemmend auf die Proliferation von
Endothelzellen [89]. Das Vorhandensein hoher Rezeptordichten bei peritumoralen
Gefallen ist beschrieben [102]. Bei SSTR-negativen Chondrosarkomen wurde ei-
ne Wachstumsinhibition durch Hemmung von GH, IGF-1 und Insulin beschrieben
[103]. Uber den antiproliferativen Beitrag und die Bedeutung indirekte Effekte beim
Einsatz von Somatostatinanaloga in der Therapie des HCC besteht noch Unklar-
heit.

5.4 Die Expression zellzyklusarrest- und apoptose-
vermittelnder SSTR bildet die Rationale einer
Tumortherapie mit Somatostatinanaloga

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die SSTR-Expression in Tumoren und
die Vermittlung antiproliferativer, zytostatischer und apoptoseinduzierender zytoto-
xischer Effekte Uber SSTR die Rationale flr den Einsatz von Somatostatinanaloga
in der Tumortherapie darstellt. Wie weiter oben dargestellt, sind die Ergebnisse
der klinischen Studien zum Einsatz von Somatostatinanaloga in der Therapie des
HCC uneinheitlich (siehe auch Tabelle 2-3). Diese Arbeit zeigt, dass HCCs eine
differentielle, individual-spezifische Expression der einzelnen SSTR-Subtypen mit
heterogenem Rezeptorexpressionsmuster und variablem Expressionsgrad aufwei-

sen. Dies konnte eine Erklarung fur die divergente Studienlage darstellen.

Die derzeit in der Tumortherapie eingesetzten Somatostatinanaloga wie Octreotid
besitzen die hdchste Affinitat fir den SSTR2-Subtyp, gefolgt von SSTR5 und
SSTR3 [16]. Es besteht keine signifikante Affinitdt zu SSTR1 und SSTR4. Rabi-
nowitz et al. konnten bei in-vivo-Untersuchungen mit radioaktiv markiertem
Octreotid in einer Untergruppe von 63 % der 8 untersuchten Patienten mit HCC
ein positives Resultat mit fokalem Tracer-Uptake erzielen [104]. Genau diese Un-
tergruppe konnte von einer Therapie mit Somatostatinanaloga besonders profitie-
ren. In einer der Therapiestudien zum Einsatz von Somatostatinanaloga beim
HCC wurden lediglich Patienten mit zuvor durchgeflhrter positiver in-vivo-
Octreotid-Szintigraphie in die Behandlungsgruppe eingeschlossen [53]. Dies war

in 78,57% der untersuchten Patienten mit HCC der Fall. Im Vergleich zu den Ubri-
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gen Studien (vgl. Tabelle 2-3) war das Resultat positiv hinsichtlich einer Verlange-
rung der mittleren Uberlebensdauer und einer Verbesserung der Lebensqualitat.

Eine Reduktion der Tumormasse konnte allerdings nicht nachgewiesen werden.

5.5 Mogliche Verbesserung einer HCC-Therapie
durch Somatostatinanaloga mit neuartigem Re-
zeptorprofil

In dieser Untersuchung war lediglich bei 38 % der Tumorproben SSTR2 nach-
weisbar, wahrend SSTR5 und SSTR3 mit 74 %, bzw. 68 % sehr viel haufiger
exprimiert wurden. Ein spezifisches Targeting genau dieser Subtypen kdnnte die
HCC-Therapie noch effektiver gestalten. Zwei Vorangehensweisen sind hierbei
denkbar. Eine Dosissteigerung, im Fall von Analoga wie Octreotid, mit hoher Affi-
nitat fir SSTR2 und in geringerem Masse fur SSTR5 und SSTR3, wirde die Zahl
der besetzten SSTR5- und SSTR3-Rezeptormolekule erhohen. Eine weitere Mog-
lichkeit ware der Einsatz neuer Verbindungen, mit hoherer Affinitat zu SSTR5 und
SSTRS.

Ein Beispiel fur eine solche Verbindung ist SOM230, das neben einer langen
Halbwertszeit und guter Vertraglichkeit im Tierexperiment eine hohe Affinitat zu
SSTR1, SSTR2, SSTR3 und SSTR5 aufweist. Im Vergleich zu Octreotid ist die
Affinitat zu SSTR1 und SSTR5 30- bis 40-fach groRer [105]. In einer 2004 er-
schienen Arbeit konnte SOM230 die Proliferation von humanen Endothelzellen
(HUVECs = human umbilical vein endothelial cells) signifikant hemmen, wohinge-
gen Octreotid keinen Effekt auf das Wachstum dieser Zellen besal} [106].. In einer
randomisierten, doppelblinden proof-of-concept-Studie bei Akromegalie-Patienten
zeigte SOM-230 im Vergleich zu Octreotid bezlglich der GH-Inhibition eine lange-
re Halbwertszeit und eine geringere interindividuelle Variabilitat bei insgesamt a-
ber niedrigerer Wirkpotenz [107]. Weitere alternative Analoga sind BIM-23268, mit
hoher Affinitat fir SSTR5, sowie BIM-23244, das SSTR2- und SSTR5-spezifisch
wirkt [46]. KE-108 ist ein SSTR-Agonist mit hoher Affinitat zu allen funf Somatosta-
tinrezeptoren [108, 109]. Zur klinischen Anwendung zugelassen sind derzeit ne-

ben Octreotid allerdings nur Lanreotid und Valpreotid.
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5.6 Bei HCCs ist die SSTR-Expression unabhangig
von klinischen und histologischen Parametern

Bei den 50 untersuchten Tumorproben fand sich kein Zusammenhang zwischen
SSTR-Expression und dem Tumorstadium, -grading oder dem histologischen Typ.
Klinische Parameter wie zugrundeliegende Leberzirrhose, begleitende Infektion
mit dem Hepatitis-B- oder Hepatitis-C-Virus oder chronischer Alkoholabusus hat-

ten ebenfalls keinen Einfluss auf die Rezeptorexpression.

Dies deckt sich mit Beobachtungen, die bei der Untersuchung von neuroendokri-
nen Tumoren des gastroentero-pankreatischen Systems gemacht wurden. Dort
war ebenfalls keine Assoziation zwischen SSTR-Expression sowie Geschlecht,
Lebensalter, Tumorlokalisation, -grof3e, -stadium und klinischem Verlauf feststell-
bar [82]. Ahnliche Resultate ergaben Arbeiten zu ovariellen Tumoren [78], Mam-
makarzinomen [63], Zervixkarzinomen und Endometriumkarzinomen [79], als auch
die immunhistochemische Untersuchung medullarer Schilddrisenkarzinomen
[80]. In einer anderen Untersuchung [110], bei der Patienten mit medullarem
Schilddrisenkarzinom mittels in-vivo-Octreotid-Szintigraphie untersucht wurden,
ging allerdings ein positiver SSTR-Besatz mit guter Tumordifferenzierung einher.
Bei gastroentero-pankreatischen Adenokarzinomen hingegen fand sich eine inver-

se Korrelation zwischen Tumorstadium und SSTR2-Expression [111].

Kein klinischer oder histologischer Parameter in dieser Arbeit war imstande, ein
bestimmtes Expressionsmuster der SSTR in HCCs vorherzusagen. Geht man da-
von aus, dass ein therapeutisches Ansprechen auf Somatostatinanaloga von der
Art der exprimierten SSTR-Subtypen und der Expressionsdichte abhangig ist, so
lasst sich alleine aufgrund von klinischen und histologischen Parametern kein
Ruckschluss das Expressionsmuster, sowie auf einen madglichen Therapieerfolg
ziehen.

Das untersuchte Patientenkollektiv entspricht im wesentlichen einem typischen
deutschen HCC-Kollektiv. Deutschland gehort zu den Landern mit niedriger Inzi-
denz des HCC. Hierzulande betragt das Verhaltnis Manner:Frauen in der Ge-
schlechterverteilung 4:1 und lag in dieser Studie bei 82 %:18 %. Etwa 75 % aller
HCC-Patienten haben eine zugrundeliegende Leberzirrhose (66 % in der vorlie-

genden Arbeit), die den wichtigsten Risikofaktor fur die Entwicklung eines HCC
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darstellt. Auch in Deutschland sind virale Hepatitiden stark positiv mit dem HCC
korreliert. 35 % der Patienten mit HCC sind mit dem Hepatitis-B-, 27 % mit dem
Hepatitis-C-Virus infiziert [112]. Bei lediglich 10 % der Patienten dieser Arbeit war
eine Infektion mit dem Hepatitis-B-Virus, bei 22 % eine Hepatitis-C-Infektion
nachweisbar. Eine Ursache konnte darin liegen, dass nicht in allen Fallen der In-

fektionsstatus bekannt war.

Einschrankend muss noch bemerkt werden, dass ein gewisser Selektions-Bias
durch die Auswahl der Praparate nicht ausgeschlossen werden kann. Untersucht
wurden lediglich Tumorproben aus OP-Praparaten. Praparate von Stanzbiopsien
wurden aus technischen Grunden nicht in die Untersuchung aufgenommen. Eine
Operation mit dem Ziel einer Leberteilresektion oder —transplantation wird aber nur
in Frihstadien und bei noch operablen Patienten durchgefuhrt, so frihe Tumor-
stadien mdglicherweise Uberreprasentiert sind. 66 % der hier untersuchten Tumo-

ren entsprechen einem Stadium pT1 bzw. pT2.

5.7 Abschlussbemerkung und Ausblick

Diese Arbeit gibt Hinweise flr ein differentielles, individual-spezifisches Rezeptor-
expressionsmuster mit variabler -expressionsdichte. Mit insgesamt 12 verschiede-
nen Expressionsmustern ist die Bandbreite verschiedener Rezeptorkonstellationen
grof®. Bei 20 % der Tumoren konnte in der immunhistochemischen Darstellung
kein einziger Rezeptorsubtyp nachgewiesen werden. In einigen Tumoren liel3en
sich lediglich fokal SSTRs darstellen. All diese Faktoren kdnnten einen Einfluss
auf den antiproliferativen Effekt einer Therapie mit Somatostatinanaloga besitzen
und eine Erklarung fur die teilweise kontroversen Ergebnisse der veroffentlichten

Studien zum Einsatz von Somatostatinanaloga beim HCC geben.

Weitere Studien sind notwendig, um festzustellen, welche spezifischen Rezeptor-
expressionsmuster in HCCs mit einem gunstigen Ansprechen bei der Therapie mit
Somatostatinanaloga korrelieren. Im Idealfall fande dann eine Bestimmung des
Rezeptorstatus vor Therapiebeginn statt, um selektiv Patienten mit einem geeig-
neten Rezeptorprofil auszuwahlen, die in besonderem Masse von einer Therapie
mit Somatostatinanaloga profitieren wirde. Dies kdnnte beispielsweise durch im-
munhistochemische Verfahren anhand von Feinnadelbiopsien geschehen. Im-
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munhistochemie gehort zu den Routineanwendungen in der Pathologie und ist,
sobald ein zuverlassiges Nachweisprotokoll erstellt ist, vergleichsweise einfach

und kostengunstig durchfuhrbar.
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6. Zusammenfassung

Hepatozellulare Karzinome zahlen weltweit zu den malignen Tumoren, die in ihrer
Inzidenz am starksten zunehmen. Bei Diagnosestellung liegt das HCC in vielen
Fallen bereits in einem inoperablen Tumorstadium vor, so dass alternative thera-
peutische Konzepte herangezogen werden miussen. Somatostatinanaloga vermit-
teln antiproliferative Effekte Uber die Expression unterschiedlicher Somatostatinre-
zeptoren (SSTR1-5) im Tumorgewebe. Seit einigen Jahren werden Somatostati-
nanaloga in der Therapie fortgeschrittener HCC eingesetzt. Die Ergebnisse ver-
schiedener klinischer Studien hierzu sind uneinheitlich und werden teilweise kon-
trovers beurteilt. Bislang liegen kaum Daten Uber die Inzidenz der einzelnen SSTR
im HCC vor, obwohl dies eine wichtige Grundlage fur das Verstandnis der Thera-

pie und fur die Therapieentscheidung darstellt.

In dieser Arbeit wurden 50 HCCs immunhistochemisch hinsichtlich der Expression
der flinf verschiedenen SSTR-Subtypen untersucht und der Rezeptorstatus dann

mit klinischen und histopathologischen Daten verglichen.

Es konnte gezeigt werden, dass HCCs ein differentielles, indivual-spezifisches
Expressionsmuster mit variablem SSTR-Expressionslevel aufweisen. SSTR5 fand
sich in 74 % der Tumorproben, gefolgt von SSTR3 (68 %), SSTR1 (48 %), SSTR2
(38 %) und SSTR4 (0 %). Eine signifikante Korrelation zwischen SSTR-
Expression und Tumorstadium, -differenzierung, histologischem Typ und zugrun-

deliegender Lebererkrankung war nicht nachweisbar.

Aufgrund des individuellen SSTR-Expressionsmusters und des Expressionslevels
kann die generelle Wahrscheinlichkeit des Ansprechens auf eine Therapie mit
Somatostatinanaloga abgeleitet werden. Basierend auf der Analyse des SSTR-
Expression wird die selektive Therapie von HCCs mit geeignetem Rezeptorprofil

maoglicherweise zu einer Verbesserung des Therapieergebnisses fuhren.
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